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Introduction - Schistosomiase

1. Généralités

La schistosomiase est une infection parasitaire connue depuis le temps des pharaons.
Elle est encore appelée bilharziose, du nom de Théodor Bilharz, un pathologiste allemand
qui décrivit le premier le parasite. A I"aube du XXI° siécle, cette maladie représente la
seconde endémie parasitaire dans le monde apres le paludisme, et constitue un véritable
probléme de santé publique dans plus de 70 pays tropicaux et sub-tropicaux. L’OMS estime
en effet a 200 millions le nombre de personnes infectées et 8 500 000 le nombre de décés
occasionnés chaque année.

Les schistosomes, agents responsables de [Dinfection, sont des vers plats
hématophages. Ils suivent un cycle évolutif passant par un hdte intermédiaire, un mollusque

d’eau douce, et par un hote définitif mammifére.
1.1. Le parasite

1.1.1. Place des schistosomes dans le régne animal

Les schistosomes se caractérisent au sein de la classification (Euzeby, 1970) par leur
appartenance a :

[1’ embranchement des Plathelminthes (vers plats non segmentés)

~classe des Trématodes (appareil digestif avec caecum)

sous-classe des Digénes (deux hotes)

super-ordre des Prostomata (bouche antérieure)

ordre des Distomes (2 ventouses: buccale et ventrale)

sous-ordre des Schistosomoidea (sexes séparés)
——Emi]!e des Schistosomatidés (cercaires libres)
genre Schistosoma (hote définitif mammifere)
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Introduction - Schistosomiase-

Le genre Schistosoma rassemble 18 espéces dont 5 parasitent 'homme (Short,
1983). La distinction entre les espéces est basée sur des critéres morphologiques (tels que
I’aspect des vers, des cercaires ou des ceufs), biochimiques, parasitologiques (tels que la
spécificité des hétes ou le nombre d’ceufs pondus par jour) ou encore pathogéniques.

La plupart des espéces respecte une spécificité d’h6te. On définit ainsi les espéces
anthropophiles telles que S. mansoni, S. intercalatum (bilharzioses intestinales), S.
haematobium (bilharziose uro-génitale), et de nombreuses espéces zoophiles telles que S.
bovis ou S. mattheei infectant les ruminants. Seuls S. japonicum et S. mekongii parasitent
indifféremment homme et bétail. De plus, dans les biotopes communs aux deux espéces de
schistosome, on peut mettre en évidence des hybrides qui sont susceptibles d’infester aussi

chacun des hétes des espéces d’origine (Kruger, 1990).

1.1.2. Cycle biologique de S. mansoni

Le cycle parasitaire alterne entre un héte défmitif mammifére et un héte

intermédiaire gastéropode d’eau douce.

Yers alualtes
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Introduction - Schistosomiase-

La forme infestante du parasite, la furcocercaire (issue du mollusque) traverse les
couches supérieures de I'épiderme de son hote définitif en quelques minutes grace a des
mouvements vibratoires et 4 la sécrétion d’enzymes protéolytiques. Au cours de la
pénétration, elle va perdre sa queue bifide qui lui permettait de nager en quéte de son
hote ainsi que sa membrane externe formée de glycoconjugués, encore appelée glycocalyx :
le parasite devient, chez I'hte définitif, un schistosomule.

Rapidement passé d’un métabolisme aérobie a un métabolisme anaérobie, le
schistosomule modifie sa forme et I’expression de ses glycoconjugués de surface. Il quitte le
derme et gagne le coeur puis les poumons, entrainé par le flux sanguin. Le stade pulmonaire
du schistosomule va durer 3 a 4 jours. Par la suite, le schistosomule sera entrainé vers
l'aorte, les artéres mésentériques et la veine porte, jusqu'au foie, qui constituera son lieu de
maturation.

Le jeune parasite va se différencier en schistosome et subir une maturation sexuelle.
S'il est de sexe méle, il acquiert la morphologie caractéristique du schistosome male : sa face
ventrale forme un canal gynécophore dans lequel se loge la femelle qui atteint alors
seulement sa maturité sexuelle. La longueur des vers adultes varie de 6 &4 26 mm. Chez
I'homme, les vers peuvent demeurer accouplés pendant plusicurs années. Les vers accouplés
se déplacent ensuite a contre-courant du flux sanguin grice a leurs deux ventouses latérales
et vont gagner leur lieu de ponte. La majorité des espéces de schistosomes infectant
I'homme va se nicher dans les veines proches de l'intestin. L'espéce S. haematobium, quant a
elle, a un tropisme particulier pour le systéme uro-génital.

Les femelles matures vont produire des oeufs en continu dés les 4°-5° semaines d’infection :
la femelle de S. mansoni pond jusqu'a 300 oeufs par jour. Les oeufs de S. mansoni sont
ensuite disséminés dans divers organes internes dont l'intestin et le foie, ou ils se trouvent
bloqués. Les oeufs sont la cible d'une intense réaction inflammatoire désignée sous le terme
de réaction granulomateuse. Ils sont ainsi responsables de 1a pathologie liée a l'infection. De
plus, ils permettent la poursuite du cycle parasitaire. En effet, les oeufs qui franchissent les
muqueuses de l'appareil urinaire (S. haematobium) ou intestinal (S. mansoni et S.
Japonicum), grace a la sécrétion de substances protéolytiques, sont excrétés dans les urines

ou les selles et libérés dans 'eau.
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Les oeufs vont alors donner naissance, quand certaines conditions de milieu sont
réunies, a une forme larvaire libre, le miracidium. Doté de cils vibratils, il est mobile et
peut ainsi se déplacer en quéte de son héte intermédiaire, vraisemblablement attiré par des
facteurs chimiotactiques. Les mollusques-hotes sont spécifiques de chaque espéce, cette
spécificité étant déterminée par des facteurs génétiques (Richards ef al., 1992).

A l'intérieur du mollusque, le miracidium se transforme en sporocyste primaire et
rejoint I'hépato-pancréas de I'hote intermédiaire. Il passe, en 3 & 8 semaines, du stade
sporocyste primaire et secondaire a celui de furcocercaire par multiplication asexuée et
polyembryonie. Un seul miracidium peut ainsi aboutir & la production de 100 000 cercaires.
Les mollusques infestés, stimulés par la lumicre et la chaleur, émettent alors chaque jour
dans Peau environnante des milliers de cercaires qui ne peuvent survivre plus de 48h en

attente de I'hote définitif.

1.2. Répartition géographique

Les schistosomiases sont endémiques dans 76 pays sur les continents africain,
américain et asiatique. Six cent millions de personnes sont exposées au risque d'infection et

200 millions sont infectées.

Chaque espéce de schistosome nécessite un hote gastéropode spécifique, dont la
répartition géographique refléte celle des différentes espéces de schistosome. Pour la
plupart, les zones d'endémie suivantes présentent des conditions hydriques favorables (eau
douce, température supérieure a 20°C) et simultanément des conditions d'hygiéne humaine

déficientes :
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S. japonicum B S mansoni

W S haematobium M S. haematobium et S. mansoni

D'aprés I'OMS, février 1998 (www.who.ch)

-S. haematobium, agent de la bilharziose vésicale, est endémique dans 54 pays
d'Afrique et de Méditerrannée orientale. Il infecte environ 90 millions de personnes .

-S. mansoni, agent de la bilharziose intestinale, atteint 60 millions d'individus
dispersés dans plus de 50 pays d'Afrique inter-tropicale, mais aussi dans le delta du Nil, le
Yemen ou I'Arabie Saoudite. Il est également retrouvé aux Caraibes et en Amérique du Sud,
en particulier dans le Nord-est du Brésil, le Vénézuéla et dans quelques foyers subsistant
aux Antilles.

-S. japonicum et S. mekongii, responsables de bilharzioses intestinales, sévissent en

Asie. L'espece S. japonicum est notamment présente en Chine, aux Philippines et en
Indonésie, alors que S. mekongii a été identifi¢ au Cambodge et au Laos (presquiile du
Meékong).

-S. intercalatum, a localisation rectale chez 'homme, est quant a lui, un parasite

strictement africain. Sa présence a été détectée au Tchad, en Ouganda, au Zaire, au Gabon

et au Cameroun.
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Plusieurs espéces peuvent cohabiter géographiquement : c'est le cas de S. mansoni,
S. haematobium et S. intercalatum. Cette cohabitation peut donner lieu & des phénoménes
d'exclusion entre les especes en compétition pour le méme hote (Tchuem Tchuenté, 1995 ;
Tchuem Tchuenté er al., 1996), et provoquer des appariements interspécifiques qui
entrainent l'apparition d'espéces hybrides (Richard-Lenoble ef al., 1993).

Dans certains pays, le développement socio-€conomique a permis une régression de
I'incidence de la schistosomiase. Mais a I’inverse, dans de nombreux pays, le développement
et l'utilisation de ressources hydrauliques (barrages, cultures rizicoles, réserves d’eau...) ont
multiplié le nombre de biotopes aquatiques favorables a la prolifération des hotes
intermédiaires. Le flux migratoire des populations peut également modifier la répartition
géographique des aires d'endémies, dont la résultante est un constant remaniement

épidémiologique.

1.3. Pathologies associées aux bilharzioses

Les manifestations cliniques provoquées par les bilharzioses sont extrémement
variables, au sein d'une méme population infectée. Elles sont associées a l'intensité de
l'infection, & la souche du parasite infestant, a la fréquence des réinfections, au statut
immunitaire de l'individu infecté ainsi qu'a des facteurs génétiques de I'hdte. Les taux les
plus élevés de prévalences et d’intensité d’infection sont observées chez les enfants dgés de
5 a 15 ans, chez lesquels le nombre d'ocufs excrétés va diminuer au cours du temps
(Lariviéere, 1993).

Dans les pays en voie de développement, d’autres maladies fréquemment associées
aux schistosomiases, telles que I’bépatite B, la salmonellose et la shigellose (pour S.
mansoni) ou encore le cancer de la vessie (pour S. haematobium), viennent aggraver le
tableau clinique. De maniére générale, il apparait que les modifications de la réponse
immunitaire provoquée par le parasite entrainent une diminution dans I’infectivité d’autres

pathogénes. Des études menées chez la souris ont par exemple pu démontrer une
22



Introduction - Schistosomiase

augmentation de la susceptibilité¢ des animaux infectés par S. mansoni vis-a-vis d’un virus
recombinant exprimant la gp160 du VIH de type I (virus d’immunodéficience humaine)

(Actor et al., 1993 ; 1994).

La maladie s'exprime en plusicurs phases, la premi¢re phase est la phase
d'infestation due a la pénétration des cercaires et qui se traduit par une réaction cutanée
allergique encore appelée «dermite du nageur ». La deuxi¢éme phase, la phase d'invasion,
est liée aux réactions de l'organisme au contact des antigénes et des toxines des
schistosomules en développement. Elle se traduit par des manifestations allergiques souvent
fébriles et une hyperéosinophilie sanguine, insuffisantes pour établir un diagnostic définitif
qui nécessite une analyse sérologique complete. La phase d'état apparait au minimum 2
mois aprés linfestation, mais elle peut ne se manifester que beaucoup plus tard : elle
correspond a l'installation des vers adultes dans leur site définitif et 4 la ponte des oeufs.

Les manifestations de cette derniére phase dépendent de I'espece de schistosome mise en
cause :

- S. haematobium entraine des atteintes uro-génitales avec des hématuries
quasi-constantes. Des Iésions rénales, urétrales, génitales ou rectales peuvent compliquer
cette forme. Détectée histologiquement, une atteinte hépatique fréquente se superpose a ces
Iésions, mais elle reste souvent cliniquement muette.

- S. mansoni occasionne des lésions de la paroi intestinale et du foie
accompagnées d’une fibrose et d’une hypertension portale secondaire et parfois, & un stade
avancé, par des signes pulmonaires et respiratoires. La gravité des I¢sions hépatiques est liée
au développement d'une réaction inflammatoire de type hypersensibilité retardée,
aboutissant & la formation des granulomes. Histologiquement, on note I’accumulation
successive de nombreux types cellulaires, notamment d’éosinophiles, suivis par des
macrophages, des lymphocytes, des cellules €pithélioides et des fibroblastes. Cette réponse

évolue par la suite vers une fibrose cicatricielle.
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- L'infection par S. japonicum est proche de celle par S. mansoni mais la
fibrose hépatique se développe plus rapidement.
- S. intercalatum est a l'origine d'une symptomatologie dominée par des

manifestations rectales.

1.4. Diagnostic

Le diagnostic biologique des schistosomiases repose sur des techniques de mise en
évidence directe des ceufs, dans les selles ou les urines. Mais dans la mesure ou I'absence de
détection des oeufs ne permet pas de conclure a l'absence d'infection, le diagnostic des
schistosomiases repose également sur I’utilisation de techniques sérologiques employant des
anticorps dirigés contre des antigénes spécifiques des différents stades du parasite. Des
examens cliniques, biologiques (symptomatologie, modifications des constantes sanguines)
ou immunologiques (recherche d'antigénes circulants, de complexes immuns) argumentent
ainsi le diagnostic, et définissent le stade de la pathologie. L'imagerie médicale
(échographie, cystoscopie) permet la visualisation des manifestations les plus tardives
comme des fibroses hépatiques ou vésicales. Mais sa pratique reste difficile dans des pays
endémiques de par I’absence d’infrastructures locales appropriées, dont le coiit élevé en
limite la mise en place.

1.5. Lutte contre les schistosomiases
1.5.1. La prophylaxie sanitaire

La prophylaxie sanitaire qui a pour but d'interrompre le cycle parasitaire a été
pendant longtemps la seule méthode de lutte contre les schistosomiases. Elle consiste a
réduire la contamination du biotope aquatique par les excréments humains et 4 limiter les

contacts des populations avec les points d'eau contaminés. Une stratégie globale qui associe
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a la politique d'assainissement, & la fois le dépistage, le traitement des populations infectées
et une éducation sanitaire des populations a risque, a déja prouvé son efficacité & Porto
Rico, en Arabie Saoudite et au Japon. Mais en raison des coiits €levés et d’une mise eﬁ
oeuvre difficile, cette stratégie n'a pu s'étendre 3 tous les pays concemés par la

schistosomiase (Capron, 1993).
1.5.2. La lutte anti-vectorielle

Cette stratégic vise a éliminer les mollusques vecteurs indispensables au
développement du parasite soit, a l'aide de molluscicides (niclosamide), soit par la
réalisation de travaux d'assainissement soit par I’introduction des mollusques compétiteurs
ou des prédateurs de mollusques dans le biotope.

Cette stratégie anti-vectorielle ne suffit pas a interrompre le cycle du parasite et n’est
pas sans entrainer des risques écologiques. Ainsi les espoirs les plus prometteurs dans ce

domaine résident dans la manipulation génétique des mollusques vecteurs.
1.5.3. La prophylaxie médicale

a) La chimiothérapie

Le praziquantel (PZQ), composé de la famille des métrodinazoles, représente
actuellement le composé le plus utilisé devant I'oxamniquine. Il est actif sur toutes les
espéces de schistosomes infectant 'homme et le taux de guérison, déterminé par l'arrét
définitif de I'émission d'ocufs dans les selles, est estimé 3 environ 90% dans le cas de la
schistosomiase & S. mansoni. Par son action anti-inflammatoire non-spécifique, le PZQ
entraine également une régression des I€sions viscérales peu développées. Ses effets sont
principalement ciblés sur les vers adultes, bien qu’il agisse aussi, & un moindre degré, sur les
schistosomules et sur les ceufs en transit dans les tissus. Il semble modifier le profil des
antigénes de surface du schistosome, en exposant notamment certaines enzymes, alors plus

accessibles au systéme immunitaire (Fallon et Doenhoff, 1994 ; Mc Tigue et al., 1995).
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L’efficacité de ce traitement est cependant associée & de nombreux effets
secondaires dus a la libération massive de toxines et & 'embolisation des parasites morts
dans le foie ou ils sont dégradés. Il est donc généralement contre indiqué au cours de la
grossesse (Homeida et al., 1986 ; Watt et al., 1988). D’autre part, ce médicament semble
diminuer I’immunité acquise a la réinfection (Moloney et al., 1987) et, son cofit élevé pour
des pays en voie de développement, en restreint I’usage en médecine de masse dans les
zones d’endémie. De plus, des observations récentes ont mis en évidence une résistance au
PZQ en laboratoire (Fallon et Doenhoff, 1994 ; Ismail ef al., 1994) et dans certains foyers
d’infection naturelle (Sénégal, Egypte) (Fallon ef al., 1995).

b) Stratégies vaccinales

Alors que la chimiothérapie représente aujourdhui le seul moyen d'éliminer le
parasite au sein de I'hote définitif, son utilisation n'est pas dénuée d'effets secondaires et
surtout elle ne prévient pas les réinfections fréquentes en zone d'endémie. Le développement
de stratégies vaccinales, en complément de la chimiothérapie, a pour vocation de limiter
I'expansion des schistosomiases. Deux caractéristiques propres aux schistosomes sont &
prendre en compte dans I'élaboration d'un vaccin : d'une part, les vers ne se multiplient pas
dans les tissus de leur hote définitif et d'autre part, les oeufs sont les principaux responsables
de la pathologie et sont un facteur de transmission. Un vaccin qui conduirait & une
protection contre le vers, méme partielle, associée a une diminution de la fécondité des
parasites ou de la réaction granulomateuse autour des ceufs limiterait les formes aigués de la

maladie et contrblerait sa transmission.

Dans cette perspective, 'OMS a retenu six antigénes recombinants parmi de
nombreuses molécules a potentiel vaccinant, pour une évaluation chez 'homme (Bergquist,

1995).
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Antigeénes de Schistosoma mansoni a potentiel vaccinal retenus par 'OMS
(d'aprés Bergquist, 1995)

Antigénes Taille | Localisation | Fonction Protection Références
(kDa)
Souris Rat Autre
Paramyosine 97 Schistosomule | Protéine du | 30 ND ND Pearce et
(Sm97) Vers adulte Muscle al., 1988
IrvV5 62 Tous stades Protéine du | 50-70 |95 25 Amory
Muscle (baboui | Soisson et
n) al., 1992
Triose-phosphate- {28 Tous stades Enzyme 30-60 |ND ND Shoemaker
isomérase (TPI) et al.,
1992
Sm23 23 Tous stades Agde 40-50 |ND ND Reynolds
Membrane et al.,
1992
Koster et
al., 1993
Protéine fixant des|14 Schistosomule |Agde 65 ND 90-100 |Tendler et
acides gras (Sm14) Membrane (lapin) |al., 1996
Glutathion-S- 28 Tous stades Enzyme 30-40 |[40-60 40-90 |Balloul et
transférase (baboui |al., 1987a
(Sm28GST) n) Boulanger
et al.,
1991a

Le candidat vaccinal le mieux caractérisé, et avec lequel les études d'immunisations

et de protections ont été les plus poussées dans notre laboratoire est la Glutathion S-

transférase de 28 kDa de S. mansoni.
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La Sm28GST native recombinante induit une immunité protectrice chez le rat et le hamster
(Balloul et al., 1987a et b; Grezel et al, 1993), le babouin (Baloul er al., 1987c;
Boulanger et al., 1991a) et la souris (Boulanger, ef al. 1991a: Xu ef al., 1993 ; Pancré et
al., 1994b ; Wolowczuck et al., 1989). Les taux de protection conférés contre 'infection
varient de 50%-70% chez le rat a 30-45% chez la souris, et sont de 30-40% chez le
babouin. Ces expériences d’immunisation ont mis en évidence un effet protecteur consistant
en une réduction de la charge parasitaire et/ou une réduction de la fécondité des vers
femelles, qui se traduit par une diminution des ceufs excrétés et/ou une réduction de la
charge tissulaire en ceufs (Boulanger, ef al. 1991a ; Wolowczuck et al., 1989).

Xu et al. (1991) ont démontré a I'aide d’anticorps monoclonaux, I’implication du
site enzymatique de la molécule dans I’'immunité anti-fécondité. L’activité enzymatique s’est
révélée étre portée en partie par les domaines N- et C-terminaux de la protéine (Trottein et
al., 1992 ; Xu et al., 1993) : ainsi, I"immunisation par le peptide C-terminal (peptide 190-
211), chez la souris, conduit & la production d’anticorps capables d’inhiber Pactivité
enzymatique de la Sm28GST, et surtout se traduit par une réduction significative de la

charge en ceufs dans les tissus ainsi que de leur viabilité in vivo et in vitro.

Le clonage moléculaire des 28GSTs de différentes espéces de schistosomes a permis
de confirmer l'effet anti-fécondité et anti-viabilité des ceufs. Les protections peuvent étre
également observées dans des systémes hétérologues (S. haematobium versus S. mansoni).
Les travaux ont encouragé l'initiation en phase I de la vaccination par la 28GST (Bihlvax).
Le projet s'est essentiellement tourné vers la Sh28GST pour plusieurs raisons. L'acquisition
de la résistance est bien corrélée a une baisse de la production d'ceufs, la méthode de
quantification des ceufs au niveau des urines est plus aisée et enfin la schistosomiase urinaire
donne I'unique opportunité de suivre par une méthode non invasive I'évolution des ksions

inflammatoires associées a I'infection.
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2. Réponse immune développée au cours
d’une infection a S. mansoni

Le développement de moyens de lutte contre la schistosomiase et notamment
I'élaboration d'une stratégie vaccinale impliquent la compréhension des mécanismes
immunitaires développés par I'hdte au cours de l'infection au niveau humoral et muqueux.
Alors que les études réalisées chez lhomme restaient limitées a des analyses
épidémiologiques menées sur des populations vivant en régions endémiques, deux modéles
animaux ont été couramment utilis€és en laboratoire et ont largement contribué aux
connaissances sur l'immunologie des schistosomiases : il s’agit du rat, hdte semi-permissif

pour S. mansoni, et de la souris, hote permissif.

2.1. L'immunité naturelle

Le degré de résistance a l'infection par le schistosome est trés variable selon les
especes animales étudiées. Kagan (1958) a proposé une classification qui divise les hotes
expérimentaux en 3 catégories en fonction de leur comportement face a I’infection :

- les hotes résistants, comme le pigeon ou les cercaires sont détruites au niveau de
I’épiderme.

- les hotes semi-permissifs, comme le rat qui rejette les vers adultes avant la ponte.
Les vers n’atteignant pas leur maturité, ne pondent pas d’ceufs (ou du moins pas d’ceufs
viables), et ils sont éliminés a la quatriéme semaine d’infection (Maddison et al., 1970). De
plus, ce modéle développe une forte immunité & la réinfection et fait intervenir des
mécanismes dépendants d’anticorps similaires & ceux observés chez ’homme.

- les hotes permissifs ou susceptibles comme la souris, le hamster, le singe Rhésus
et le babouin, permettent la maturation compléte des parasites et la ponte. La souris

constitue le modéle de référence pour I’étude des modifications immuno-pathologiques liées
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a la présence des oeufs dans les tissus. D’autre part, P'existence de nombreuses souches
parfaitement définies sur le plan génétique permet 1’étude, dans ce modéle, du contrdle
génétique de la réponse immune dirigée contre le parasite.

L’homme se comporte comme un hoéte susceptible chez lequel la durée d’infection
peut atteindre des années. Diverses €tudes épidémiologiques réalisées en zone d’endémie de
S. mansoni et de S. haematobium suggérent I’acquisition d’une résistance a la réinfection
avec ’age (Butterworth et al., 1985 ; Hagan et al., 1985 ).

Deux autres paramétres semblent aussi influencer I’acquisition d’une immunité :

- le statut génétique de l'individu : certaines familles développent aisément une
immunité a la réinfection alors que d’autres non. Un géne a expression co-dominante serait
responsable de cette dichotomie (Abel et al., 1991).

- Pintensité de I'infection primaire : plus celle-ci serait lourde, moins le patient

deviendrait immun (Dessein ef al., 1992).

2.2, L'immunité acquise

L’immunité contre I’infection par le schistosome revét un caractére trés particulier
puisque celle-ci est une immunité non stérilisante, efficace contre les formes larvaires de la
nouvelle infection, mais inefficace contre les vers adultes déja présents dans I’organisme. Le
terme d’immunité concomitante est utilisé pour décrire cette situation ot une immunité a
la réinfection apparait en présence d’une infection active (Clegg et al., 1971). Ce concept
implique qu’il existe certaines communautés antigéniques entre le schistosome adulte et le
schistosomule et que Padulte vivant dans les vaisseaux sanguins stimule le systéme
immunitaire de I’héte via la libération de ses produits métaboliques de sécrétion.

De nombreux mécanismes effecteurs ont été caractérisés in vitro, chez ’homme et
dans des modéles expérimentaux au cours de I'infection. On décrit a la fois une réponse
spécifique humorale et cellulaire, ainsi que des phénoménes d’activation des cellules

inflammatoires (Capron ef al., 1986 ; Sher et al., 1989).
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2.2.1. Contexte cellulaire : le inodéle murin

La souris développe des mécanismes cellulaires impliquant les populations
lymphocytaires T et leur production de cytokines. De nombreuses études réalisées sur ce
modéle murin permissif ont permis d'appréhender limmunopathologie associée a la
bilharziose.

L'immunité développée contre S. mansoni est thymo-dépendante puisque des souris &
fonction thymique déficiente présentent une trés faible résistance a la réinfection (Capron et
al., 1983 ; Philips er al., 1983). Cependant, les cellules T cytotoxiques sont incapables de
lyser le parasite et les lymphocytes T ne semblent pas impliqués directement dans les
mécanismes de cytotoxicité contre le parasite (Butterworth ez al., 1979b). Ils sont en effet
impliqués dans I'immunité protectrice mais de maniére indirecte, par le biais des cytokines

qu'ils sécrétent.

Chez la souris, il existe deux sous-populations lymphocytaires T CD4" auxiliaires (T
helper),Thl et Th2, caractérisées par leur production différentielle de cytokines : les cellules
Th1 produisent de ITL-2, de I'TFN-y et de ITL-12, alors que les cellules Th2 produisent de
ITL-4, de ITL-5, de I'TL-6, de 1TL.-10 et de ITL-13 (Mosmann ez al., 1986; Cherwinski ef al.,
1987, Fiorentino ef al., 1989). Par la suite, Firestein ef al. (1989) ont montré I'existence de
cellules ThO, précurseurs des cellules Thl et Th2, produisant simultanément de 1TL-2, de
ITFN-y et de ITL-4. Au cours de la schistosomiase murine, la réponse cellulaire développée
chez I'h6te définitif commmute d'un profil Thl vers un profil Th2 avec I'évolution du parasite.
Ainsi, alors que les schistosomules induisent une réponse cellulaire de type Thl, I'apparition
des oeufs dans les tissus conduit & une réponse cellulaire de type 2, dominante aux environs
de la 8° semaine aprés l'infection (Grzych ef al. , 1991; Pearce et al. , 1991). Cet effet des
oeufs de schistosome sur la polarisation peut aussi s'exercer 4 l'encontre d'un antigéne
irrelevant du schistosome, décrit comme inducteur d'une réponse de type Thl (Kullberg er
al. , 1992).

Des expériences de neutralisation des cytokines Th2 (IL-4 et IL-5) a laide

d'anticorps se sont avérées sans effet sur la résistance a linfection (Sher et al, 1990).
31



Introduction - Schistosomiase-

Cependant, l'existence de souris déficientes en IL-4 (qui ne développent alors pas de
réponse Th2 efficace) (Pearce ef al., 1996) a permis de montrer les effets protecteurs de
cette cytokine principalement sur les manifestations pathologiques observées en phase aigiie
de la schistosomiase mais également sur la charge vermineuse lors d'expériences de
réinfection (Rosa Brunet et al., 1997).

En paralléle, I'étude de la réponse immune suite & l'infection par des cercaires
irradiées (qui empéche la maturation du parasite et qui confére une protection a la
réinfection) montre la prédominance d'une réponse Thl, caractérisée par la production
d'TFN-y (Smythies et al., 1992b). Le role majeur de I'TFN-y dans I'immunité protectrice est
également confirmé in vitro puisqu'il active les macrophages qui sont alors capables de lyser

les schistosomules (James ef al., 1984; 1994; Pearce, 1993; Oswald et al., 1994).

L'importance de ces deux cytokines est confirmée chez I'homme ot la résistance &
l'infection est liée a la présence de cellules CD4+ Th0/2 qui sécrétent plus d'TL.-4 que dTFN-
v majoritairement (Th0/Th1) (Coussinier-Paris et Dessein, 1995). Ces observations sont en
accord avec le role des IgE (dont la présence est sous dépendance de ITL-4) dans la
protection contre S. mansoni et indiquent que ITFN-y contribue a 'expression de I'immunité.
Deux études ont montré une association entre de faibles taux d'infection (Delesus et al.,
1993) ou de réinfection (Roberts et al., 1993) et une prolifération lymphocytaire T vis-a-vis
d'antigeénes d'oeufs et de vers adultes. Une faible production dTFN-y a été observée alors
que la production dTL-5 était significative. Dans I'une de ces études (Roberts et al., 1993),
il a été rapporté une corrélation dge-dépendante significative entre cette production d'TL-5
en réponse 3 une stimulation par les antigénes d'oeufs, et de faibles taux de réinfection.
D'autre part, des études menées au Kenya (Mwatha et al., 1998) ont permis d'associer des
taux importants dTFN-y et de TNF, avec parali¢lement de faibles taux dTL-5, 4 des cas

d'hépatosplénomégalie chez 'homme.
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2.2.2. Contexte humoral : mécanismes effecteurs chez le rat et chez
Phomme

Des études réalisées chez le rat ont permis de caractériser en partie la composante
humorale développée par I’hote, suite a une infection par S. mansoni. Cet hote semi-
permissif est un modéle d’étude intéressant puisqu’il devient résistant a la réinfection. Cette
immunité & la réinfection met en place des mécanismes de cytotoxicité cellulaire
dépendante d’anticorps ou ADCC (pour « antibody dependent cellular cytotoxicity »),
faisant intervenir des anticorps d'isotype IgG et IgE ainsi que la participation de cellules
pro-inflammatoires non lymphoides telles que les macrophages (Capron et al., 1975 ;Perez
et al., 1975 ;Joseph et al., 1978), les éosinophiles (Butterworth et al, 1974 ; Capron et al,
1978 ; Capron et al, 1981) et les plaquettes (Joseph et al., 1983). Cette activité cytotoxique
dépendante des plaquettes ou des €osinophiles est maximale entre 7 et 8 semaines aprés
I'infection chez le rat. Ces mécanismes ont été confirmés in vivo, chez le rat, par la
protection obtenue aprés transfert passif d'anticorps monoclonaux cytotoxiques d'isotype
IgG2a, spécifiques d'une glycoprotéine de 38kDa du parasite, ou d'isotype IgE spécifiques
d'un antigéne de 26kDa (Grzych ef al., 1982 ; Verwaerde ef al., 1986). Par ailleurs, des
anticorps de méme spécificité antigénique sont capables d’inhiber cette cytotoxicité (Capron
et al., 1987) : ces anticorps, IgG2c chez le rat (Grzych et al., 1984), sont dits "bloquants”
de par leur capacité a neutraliser I’interaction cellules effectrices/anticorps/schistosomule (cf
§ 2.4.3.). L'injection intra-dermique ou sous-cutanée d'éosinophiles et de macrophages
provenant de rat infectés confirme in vivo le role effecteur cytotoxique de ces deux

populations (Capron et al. , 1984).

Ces travaux réalisés chez le rat, ont trouvé toute leur dimension lorsque des études
épidémiologiques effectuées en régions endémiques ont mis en évidence les mémes types de
mécanismes immunitaires chez ’homme. En effet, des mécanismes dADCC mettant en jeu
des IgG et des éosinophiles ont été décrits chez 'homme (Butterworth et al., 1975a et b;
Khalife et al., 1989). Des études réalisées au Kenya ont montré la présence d'anticorps IgM
sériques capables de bloquer la cytotoxicité dépendante des €osinophiles médiée par les

IgG. Ainsi, I'intensité de réinfection peut étre corrélée positivement avec la présence dTgM
33



Introduction - Schistosomiase

et dTIgG2 spécifiques d'épitopes carbohydrates présents dans les antigénes d'oeufs (Khalife
et al., 1986; Butterworth ef al., 1987; Dunne et al., 1988). De méme, des anticorps IgG4
seraient associés a la susceptibilité a l'infection, aussi bien par S. haematobium que par S.
mansoni (Hagan et al., 1991; Rihet et al., 1992; Demeure ef al., 1993).

D'autre part, des études réalisées en Gambie par Hagan ez al. (1991) ont suggéré le
réle important des IgE. En effet, une corrélation négative a été observée entre l'intensité de
réinfection par S. haematobium, et des taux élevés dIgE spécifiques, indiquant donc
I'mplication de ces anticorps dans la protection. Deux études épidémiologiques s'appliquant
a une infection par S. mansoni chez des populations kenyanes (Dunne et al., 1992) et
brésiliennes (Rihet et al., 1991; Demeure et al., 1993) sont venues confirmer ces
observations. Enfin, plus récemment, une association positive entre le taux d'anticorps IgG,
spécifiques de l'antigéne Sm28GST de S. mansoni, et l'acquisition de l'immunité a la

réinfection dépendante de 1'dge a ét€ observée (Auriault et al., 1990; Grzych et al., 1993).

L'ensemble de ces informations montre que le schistosomule semble donc
étre la cible principale de la réponse immune, dont les degrés variables de susceptibilité et de
résistance a la réinfection sont liés 3 un rapport entre l'expression d'anticorps effecteurs et

celle d'anticorps bloquants.

2.2.3. Place particuliére de la réponse IgA

a) Réponse IgA et schistosomiase
Différentes observations ont révélé le role des IgA sériques, et plus particuliérement
des IgA spécifiques de I'antigéne Sm28GST, dans l'expression d’une immunité anti-
schistosome. Une étude menée chez des patients kenyans infectés par S. mansoni (Grzych et
al., 1993) a mis en évidence une association entre les taux d’IgA spécifiques de I’antigene
Sm28GST et lacquisition d’une résistance a la réinfection. Neutralisant [activité
enzymatique in vitro, cet isotype altére la fécondité des schistosomes en limitant la ponte

des ceufs mais également en réduisant leur capacité a éclore et a libérer des miracidis
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viables. Trés récemment, une €tude menée sur des sujets infectés par S. mansoni au Sénégal
(Remoué et al., 1998) confirme les propriétés neutralisantes des IgA, préférenciellement
chez les femmes.

D’autre part, des propriétés larvicides de cet isotype ont été mis en évidence par des études

conduites chez le rat immunisé par I’antigéne Sm28GST (Grezel et al., 1993).

b) Propriétés des anticorps IgA muqueux

Les anticorps IgA sont présents dans le sérum a des concentrations relativement
faibles comparées a celles des IgG : elles sont en fait imputables a un catabolisme hépatique
plus rapide que celui des IgG (la demi-vie d’une IgA est de 5 jours contre 20 a 25 jours
pour une IgG) (Mestecky, 1992). L’IgA est 'isotype majeur des muqueuses par excellence
et, de part I’étendue des surfaces muqueuses, il représente I’isotype le plus synthétisé par
’organisme ! (Mestecky et Mc Ghee, 1987)
Ses propriétés spécifiques en font un anticorps idéal dans la protection des surfaces
mugqueuses. En effet, 'IgA sécrétoire est plus résistante que les autres isotypes face aux
dégradations protéolytiques qui peuvent avoir lieu par exemple au niveau intestinal
(Schuster, 1971 ; Underdown et Dorrington, 1974). Exudées ou transportées dans les
sécrétions, le role de barriére physique des IgA se traduit par I'exclusion immune de
pathogenes présents dans la lumiére intestinale : elles peuvent en effet empécher ’adhérence
des pathogénes aux cellules é€pithéliales en les agglutinant (Armstrong et al, 1992). Des
études plus récentes ont également démontré que les IgA pouvaient étre neutralisantes au
sein méme des cellules épithéliales lors de leur transcytose vers la lumiére (Mazanec et al.,
1993), et au niveau de la lamina propria (Lamm et al., 1995). Elles peuvent d’autre part
neutraliser des enzymes et toxines de bactéries entériques (Majumdar et Ghose, 1991 ;
Lycke et al., 1987). Un autre avantage considérable des IgA, a 'opposé des IgG ou des
IgM, est leur faible capacité a activer le complément et donc & engendrer des phénoménes
inflammatoires dans la défense de sites muqueux en état de constante stimulation
(Pfaffenbach er al., 1982). Enfin, elles peuvent limiter I’absorption d’antigénes alimentaires
et par conséquent préserver d’une sur-activation du systéme immunitaire conduisant & des

allergies atopiques ou a des maladies auto-immunes.
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Cet isotype peut donc étre considéré comme la premicre ligne de défense vis-a-vis
de divers pathogénes, et de fagon notoire dans le cas de la schistosomiase a S. mansoni,
puisque trois sites muqueux sont principalement exposés aux antigénes parasitaires : le
premier site atteint est la peau (ou S.A.L.T. pour « skin-associatéd lymphoid tissue »), a
travers laquelle pénétre la forme infestante ; le deuxiéme site correspond aux poumons (ou
B.A.L.T. pour « bronchus-associated lymphoid tissue ») qui abritent le schistosomule ; et
enfin, la muqueuse intestinale (ou G.A.L.T. pour « gut-associated lymphoid tissue »), lieu

de ponte et par conséquent de la pathologie elle-méme.

¢) Régulation de la réponse IgA par les interleukines

Un grand nombre d’études menées in vitro ou in vivo ont validé le role majeur des
cytokines de type Th2, particulicrement de I'TL-4, I'TL-5 et I'TL-6, dans le développement
d’une réponse IgA muqueuse.

Les étapes de différenciation conduisant a la production d’IgA sont séquentielles.
Apreés Pactivation des lymphocytes B IgM", la premiére est 'étape de commutation des
chaines lourdes des immunoglobulines vers la chaine a qui implique I’expression des
transcrits Ca. Cette étape est dépendante chez I’homme comme chez la souris, de la
présence du TGF-P. Cette cytokine induit la commutation isotypique des lymphocytes B
IgA™ en lymphocytes B IgA” (Coffiman et al., 1989 ; Lebman et al., 1990). L°IL-2, I'TL-4 et
IL-5 augmentent également la sécrétion d’IgA dans les systémes de culture in vitro
(Coffman et al., 1987 ; Sonoda et al., 1989 ; Ehrhardt et al., 1992). L’action synergique de
I'IL-4, a la différence de I'IL-2 ou de I'IL-5 semble promouvoir la commutation vers les
lymphocytes B IgA™ (Lin et al., 1991 ; Wakatsuki et Strober, 1993). Chez ’homme, I'IL-10
coopere avec le TGF-B et induit la sécrétion d’IgA (Defrance et al., 1992). Dans les cas
pathologiques de déﬁéience en IgA, elle léve le blocage de la différenciation et entraine
Papparition de plasmocytes a IgA (Briére ef al., 1996).

L’IL-5 et I'TL-6 interviennent aprés ’expression des IgA membranaires. Ils agissent

au niveau des étapes de différenciation et de maturation terminales. L’IL-5 augmente in
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vitro la réactivité des lymphocytes B IgA” seule ou en synergie avec I'IL-4, 'IL-6 ou le
TGF-B (Beagley et al., 1988 ; Murray et al., 1987 ; Kunimoto ez al., 1989 ; Coffman et al.,
1989). Ceci a été confirmé in vivo chez des animaux infectés par un virus recombinant
exprimant I’'IL-5 (Ramsay et Kohonen-Corish, 1993). L’IL-6, quant a elle, est une cytokine
multi-fonctionnelle : impliquée dans la différenciation terminale des lymphocytes B IgA” en
plasmocytes sécréteurs d’IgA, elle augmente la sécrétion in vitro des IgA a partir de
lymphocytes B déja commutés (Beagley et al., 1989 ; 1991).

IgA
e 4
D (T
S a
4 NS
IzA
IL-6

TGF B & IL4 IL-5

Facteur de Facteur de Facteur de
commutation différenciation développement
isotypique et de terminal
ou développement en splénocytes

cofacteur des cellules B1

Activités de I’IL-4, I’IL-5 et I’IL-6 dans le développement de cellules B muqueuses

Ramsay et al (1996) Essentials of mucosal immunology, by Academic press

Ces différentes études menées in vitro et in vivo ont été réalisées exclusivement chez
Phomme ou chez la souris. La physiologie particuliére du rat limitait en effet leurs
applications dans ce modéle, dans la mesure ot le foie de certains rongeurs fonctionne tel
une « pompe a IgA » qui régule leur taux en les transportant vers la bile (Vaerman et al.,
1997). Disposant d’un modé¢le ot il était possible d’instaurer une réponse IgA muqueuse
chez le rat, une de nos approches a consisté a caractériser la cascade de cytokines produites

a cet effet, au niveau de différents organes.
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2.4. Stratégies d’échappement développées par le parasite
2.4.1. Mimétisme moléculaire

Le schistosome a la capacité de détourner des composantes de I'hdte ou il se
développe. Ainsi, le schistosomule peut acquérir passivement différentes molécules,
notamment des molécules du complexe majeur dhistocompatibilité (Sher et al., 1978) ou
des antigénes du groupe sanguin (Dean, 1974 ; Goldring et al., 1976). Les schistosomes
sont alors masqués au systéme immunitaire et deviennent plus résistants aux mécanismes
effecteurs (Damian, 1967).

Le mimétisme moléculaire peut se traduire également par l'expression de structures
antigéniques analogues a celles de 'héte (Capron, 1995b). Chez S. mansoni, I’augmentation
de la production des ceufs par les vers femelles, suite a I’injection de TNFa,, chez des souris
SCID, semble indiquer que le parasite est capable non seulement d’exprimer des protéines
possédant des homologies avec les récepteurs présents chez ’hdte, mais aussi de détourner
la réponse de I'hdte & son avantage (Amiri ef al., 1992). De mé€me, la production locale
d’IL-7 présenterait un effet positif sur la survie des larves infectantes, aprés infection par
voie cutanée, et aurait une action directe sur la migration du parasite dans ’hdte infecté

(Auriault ef al., 1996).
2.4.2. Immunosuppression

Les travaux de Dessaint et al. (1977) ont montré que les schistosomes adultes
libérent un facteur appelé SDIF (pour « schistosome-derived inhibitory factor ») qui inhibe
la dégranulation mastocytaire et la réponse IgE chez le rat, diminuant ainsi P’activation des
éosinophiles (Mazingue, 1980). De plus, le SDIF inhibe in vitro, 1a réponse proliférative des
lymphocytes aux antigénes parasitaires ou a la stimulation par ITL-2 (Mazingue et al., 1983
et 1986).

Certaines protéases du parasite peuvent également dégrader les IgG fixées sur les

schistosomules, donnant naissance & des peptides possédant des fonctions
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immunomodulatrices in vitro sur les macrophages (Auriault ef al., 1981). La cytotoxicité
macrophage dépendante est également diminuée en présence de ces peptides, dont la
composante essentielle est un tri-peptide (TKP) (Auriault ez al., 1983a).

Le schistosome est également capable de fixer ou d'exprimer certains facteurs tels
que le SCIP-1 (pour "schistosome complement inhibitor"), ou des protéases (m28)
(Marikovsky et al., 1988b) qui altérent l'efficacité des réactions de défense non spécifiques
meédiées par les voies du complément (Fishelson, 1995). De méme, I’expression de serpines
(pour « serine protease inhibitor ») permet au parasite de neutraliser certains composants de
la réaction inflammatoire, ainsi par exemple la protéine parasitaire SmpiS6 inactive I’élastase
produite par les neutrophiles (Ghendler ef al., 1994).

Enfin, la libération active de neuropeptides par le schistosome comme
I’adénocorticotropine (ACTH), hormone de stimulation des mélanocytes (aMSH) ou
encore la B-endorphine, a été démontrée re’cemment : Duvaux-Miret er al. (1992)
rapportent leur rdle immunosuppresseur aussi bien sur les immunocytes de [’hote

intermédiaire gastéropode que sur les monocytes de ’hdte vertébré.
2.4.3. Anticorps bloquants

Ce ‘sont des anticorps dont la production est induite par le parasite. Ils sont capables
d'inhiber la formation des complexes cellules effectrices /anticorps/ schistosomules , en
entrant en compétition sur une méme cible, soit un antigéne de surface du parasite (cf §
3.4.), soit sur les récepteurs cellulaires Fc. Cette inhibition de la cytotoxicité s'opére in vitro,

et in vivo (Grzych et al., 1984).
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3. Carbohvdrates et schistosomes

L'intérét porté aux glycoconjugués de schistosome, essentiellement des antigénes de
surface donc des cibles potentielles, a été suscité par les études originales menées par
différents groupes relatant leur antigénicité, leur application au diagnostic, mais surtout leur

importance dans la réponse immunitaire de I'hdte vis-a-vis de ce parasite.

3.1. Antigénes glycaniques spécifiques de stades
parasitaires

Les différents glycoconjugués antigéniques que nous évoquerons proviennent des
stades successifs que revét le schistosome : il s'agit du glycocalyx de la furcocercaire; des
glycoprotéines présentes sur la membrane du ver adulte et de ses sécrétions intestinales; ou
encore des glycoprotéines et glycolipides d'oeufs.

Il faut noter que les schistosomes peuvent absorber des carbohydrates de 'hote
contenant des glycoprotéines et des glycolipides tels que des antigénes du groupe sanguin
(Goldring, 1976). Ils peuvent méme importer divers sucres dont le glucose, le galactose, le
mannose et la glucosamine (Pappas, 1975). Ces propriétés ont ainsi permis d'étudier la
structure et le métabolisme de glycoconjugués nouvellement synthétisés & partir de sucres
précurseurs radiomarqués.

Précisons enfin que les 3 classes suivantes de glycoconjugués sont portées par tous
les parasites et par le reste du régne animal et végétal: les glycosphingolipides, qui sont
constitués d'une partie oligosaccharidiques attachée a un céramide, les O-glycanes et les N-
glycanes des glycoprotéines, ces deux derniers étant distingués en fonction du type de
glycosylation.

L’exposition des sucres a la surface des trématodes est dépendante de I'espéce et du stade
de développement (libre ou intra-mollusque) (Horak et van der Knaap, 1997).
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3.3.1. Le glycocalyx

La cercaire de S. mansoni est recouverte d'une structure dense, de l'ordre de 1 4 2

um d'épaisseur, appelée glycocalyx, composée d'oligosaccharides dont le principal est le
fucose (Caulfield er al,1987 et 1988; Nanduri et al.,1991; Xu et al,1994). Les
glycoprotéines de la furcocercaire contiennent pour la plus grande partie des O-glycanes
représentés sur le parasite (Khoo er al, 1995). Cette structure semble conférer une
protection envers les importants changements de pression osmotique que subissent ce stade
larvaire lors de sa vie libre : elle se détache de la cercaire en partie, aprés pénétration au
travers de la peau. Lors de la transformation de la cercaire en schistosomule, le glycocalyx
continue & se détacher pour laisser place a un nouveau tégument : on observe alors un
changement dans le profil de reconnaissance par des lectines (Horak, 1995).
La surface des schistosomules est également riche en glycoconjugués. En effet, la plupart
des anticorps qui reconnaissent la surface de la jeune larve sont dirigés contre des épitopes
oligosaccharidiques (Omer Ali e al., 1988). La encore un changement dans les
déterminants de surface apparait lors de la transformation du schistosomule en ver adulte
(Simpson ef al., 1983).

3.3.2. Les glycoprotéines de la membrane du ver adulte

Elles sont constituées de galactose et de taux importants de fucose, organisés en
complexes de type N-glycane (Srivatsan et al., 1992). Or le galactose est absent des O-
glycanes et des N-glycanes du schistosomule. Cette observation conduit donc a considérer
la notion fondamentale de l'existence d'une régulation au cours du développement dans la
biosynthe¢se des glycanes, probablement grace a la régulation de certaines enzymes telles
que la B1,4 galactosyltransférase (GalTs) et la B1,3GalTs uniquement mises en évidence au

niveau du stade de ver adulte.
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3.3.3. Les antigénes circulants

La premiére identification de glycoconjugués immunogéniques de schistosome
concernent des glycoprotéines circulantes excrétées par l'intestin du parasite (Nash er al.,
1978; Deelder et al., 1980), plus connues sous la dénomination d'antigénes circulants
anodiques (CAA) et d'antigénes circulants cathodiques (CCA). In vitro, ils peuvent étre
excrétés par le parasite immédiatement apreés sa transformation en schistosomule (Van Dam
et al., 1996). Le CCA contient 80% de carbohydrates, essentiellement des O-glycanes, ainsi
que lantigéne Lewis x (Le*) (GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcBI-R) et des structures polyLe’;
quant au CAA, il est constitué d'environ 30% de carbohydrates, pour la plupart des N-
acétylgalactosamines (GalNAc) et des acides glucuroniques (GlcA).

Détectés dans les urines pour le CCA et dans le sérum pour le CAA, ces antigénes
glycaniques sont largement utilisés en diagnostic (Van Lieshout ef al., 1995), avec une
place tout particuliérement significative quant a la production et/ou la clearance du CAA
dans le diagnostic de la schistosomiase humaine a S. japonicum ou a S. haematobium
(Ndhlovu ef al., 1996). Le suivi de I'infection par S. mansoni est réalisable en raison d’une
corrélation entre le taux de CCA dans le sérum de patients et le nombre d'oeufs fécaux,
traitable par du praziquantel (Barsoum ef al ;, 1991).

Un autre antigéne circulant de nature carbohydrate a été mis en évidence au niveau
des sérums et urines de patients infectés (Carlier ef al., 1978 ; 1980). Nommé antigéne M,

il est également excrété au niveau de ’intestin des vers adultes de schistosome.

3.3.4. Les antigénes de 1'ceuf

Les glycoprotéines d'oeuf comprennent un taux important de mannose et un large
panel de N-glycanes complexes, pourvus de structures terminales multifucosylées
spécifiques et uniques & S. mansoni (déja identifiées sur les O-glycanes du glycocalyx et
sur les glycosphingolipides des oeufs). Ces structures constitueraient donc les épitopes

communs entre les oeufs et les cercaires de cette espéce (Khoo ef al., 1997a et b).
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De nombreux glycanes sont portés par les oeufs de schistosome: leur spécificité et
leur stabilité suggérent leur implication dans la réactivité sérologique vis-a-vis du parasite
(Hamburger et al., 1982a; Norden et al., 1984; Weiss et al., 1985, Lustigman ef al., 1985).
Ainsi par exemple, la glycoprotéine majeure d'extraits solubles d'oeufs (SEA) de S. mansoni
(de souche égyptienne) est une molécule de 70 kDa de poids moléculaire, qui aurait un

potentiel sérodiagnostic (Hamburger ef al., 1982b).

Le tableau non exhaustif présenté page suivante, rassemble différentes natures d'antigénes
glycaniques retrouvés selon le stade considéré du parasite.

Remarquons que contrairement aux glycoprotéines animales en général, on n’observe pas la
présence d’acide sialique ni de glycoprotéines sulfatées chez S. mansoni (Nyame et al .,

1987 ; 1988).
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Nature de différents antigénes glycaniques

spécifiques de stades parasitaires de schistosomes

Stades parasitaires Glycoconjugués Références
Furcocercaires Fuc majoritaire; NAcGlc; NAcGal; Gal; |(Xu ez al., 1994)
répétition d'un trisaccharide inhabituel
(glycocalyx) (Nanduri et al., 1991)
< [->3NAcGalf 1-4NAcGlcp1-3Galal
Le ’ —>Jn (Caulfield er al., 1988)
A )
GlcA; Man; pas de Gal;essentiellement
Schistosomules antigéne Tn; peu antigéne T (Nyame er al., 1988)
Gal ¢
Vers adultes (Nyame et al., 1987)
-Antigénes membranaires | Antigénes T et Tn; résidus NAcGlc liés | (Nyame ez al., 1989)
en O-; GicA; Man; Gal; .
N-glycanes: taux important de Fuc, (Srivatsan et al., 1992)
NAcGal, pas d'acide sialyque;
Antigénes Le * et polyLe *;
glycosphingolipides de petites tailles
caractéristiques: NAcGal-f1-4Glcf1-
céramide (ou "schisto” core)
(Makaaru et al., 1992)
-Sécrétions intestinales Antigéne M : 63% de carbohydrates, (Carlier et al., 1980)
avec des O-glycanes, Fuc, Gal, Man
(Nash et al., 1978)
CAA : 30% de carbohydrates, pour la
plupart NAcGal et GlcA (Deelder et al., 1980)
(d’oui caractére anionique), avec des taux
mineurs de Fuc, Gal, Xyl et Glc (Bergweff ez al., 1994)
CCA (essentiellement ver femelle): 80%
de carbohydrates, des O-glycanes de
hauts poids moléculaires caractérisés par | (Van Dam ez al., 1994)
le motif core-2 {NAcGlcp 1-6(GalB 1-
3)NAcGala1-Thr/Ser-R};
antigénes Le * et polyLe *
Oeufs Man; structures multifucosylées (Khoo e al., 1997)
glycosphingolipides trés inhabituels

(Makaaru ef al., 1992)

Sucre sous contrdle au cours du développement du parasite: C

Abréviations: GlcA, glucosamine; NacGlc, Nacétylglucosamine; Glc, glucose; Man, mannose; Gal,

galactose; Fuc, fucose; Xyl, xylose; LacA, Lactosamine
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3.2 Fonctions

3.2.1. Survie du parasite

Il a été décrit que des oligosaccharides de membrane pouvaient jouer un rdle
essentiel dans I'adaptation osmotique de microorganismes (Miller ef al., 1986). Ceci laisse
donc penser que l'adaptation aux modifications brusques d'osmolarité (notamment entre le
stade larvaire aquatique et le stade schistosomule au niveau des tissus de 'hote définitif)
serait liée a certaines structures glycaniques de surface.

Les antigénes CAA et CCA scraient quant 3 eux impliqués dans la protection de
l'intestin du schistosome exposé en permanence au systéme immunitaire inné et acquis de
I'hote: le CAA est en effet capable de lier, par ses extrémités collagéne-like, le composant

Clq du complément, mais sans l'activer (Van Dam et al., 1993).

3.2.2. Role des glycanes chez I'héte vertébré

a) Potentiel immunomodulateur du glycocalyx et des antigenes de l'oeuf

Le glycocalyx est une structure extrémement immunogene (Dalton et al., 1987;
Harn et al., 1984; Dissous et al ;, 1982; Kemp et al 1970; Mc Laren and Hockley 1976;
Samuelson and Caulfield, 1985). Certains oligosaccharides rapportés (Khoo et al., 1995),
notamment des structures oligofucosylées peuvent rendre compte du potentiel
immunomodulateur du glycocalyx qui se manifeste par:

- l'activation du complément par la voie alterne (Machado et al., 1975; Samuelson
and Caulfield, 1986)

- I'hypersensibilité de type retardée observée dans les stades précoces d'infection
(Khoo et al ., 1995).

- la prolifération spécifique des cellules B (Xu et al., 1993).
Cependant, une immunisation avec une préparation grossiére de glycocalyx conduit 3 une
augmentation de la charge en vers adultes ce qui suggérerait une fonction
immunosuppressive locale de cette structure (Harn ef al., 1989). Le milieu dans lequel la

furcocercaire s'est transformée en schistosomule in vitro peut supprimer la prolifération de
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lymphocytes du sang périphérique stimulés par un mitogéne (Veira et al, 1986). Des
travaux révelent par ailleurs une réactivité croisée entre le glycocalyx et les glycolipides

dérivés de l'oeuf (Weiss et Strand 1985 ; Weiss er al.,1986; Levery et al., 1992).

La plus grande partic de la réponse immunitaire spécifique des oeufs et du
schistosomule est dirigée contre des antigénes carbohydrates (Capron, 1987) et les
anticorps spécifiques de ces glycanes ont un role important dans la protection acquise
lors de la schistosomiase expérimentale (Norden et Strand, 1984; Omer Ali et al., 1986).
Différentes fractions partiellement purifiées ont montré diverses propriétés fonctionnelles
telles que:

- I'nduction d'une réponse blastogénique de lymphocytes issus de souris infectées a
8-9 semaines (Carter et Colley, 1979)

- linduction d'une réponse granulomateuse

- des réactivités sérologiques, dermiques et hépatotoxiques (Boros et Warren, 1992;
Brown et Smith, 1977; Dunne ef al., 1981 ; Harn ef al., 1989).

Enfin la ponte des oeufS constitue désormais clairement le stimulus majeur qui, au
cours de la schistosomiase murine, polarise la réponse immunitaire vers un profil de type
Th2, voire méme qui régulerait négativement la production initiale de cytokines de type Thl
(Grzych et al, 1991; Pearce et al, 1991; Wynn et al., 1993). Ce mécanisme de
commutation dans le profil de la réponse immunitaire impliquerait la participation de ITL-10
(Fiorentino et al., 1989; Sher et al., 1991), cytokine produite lors de la stimulation de
cellules B issues de souris infectées par S. mansoni, et celle de l'oligosaccharide lacto-N-
fucopentaose (LNFP-III), qui contient tout particuliérement le trisaccharide Le* (Velupillai
et Harn, 1994). Dans ce contexte, il s'agit de la premiére évidence de l'influence directe d'un
glycane sur la réponse immunitaire.

Les travaux de Poulain-Godefroy ef al. (1996) ont démontré, toujours dans le
modéle murin, que les réponses IgG et IgA sont trés fortement augmentées aprés une
oviposition. D'autre part, les réponses IgA sériques et intestinales spécifiques des différents
stades parasitaires s'avérent trés réduites en absence d'oeufs, chez des animaux soumis & une

infection monosexuée. Ces observations suggéraient donc que parallélement a leur role
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polarisateur de la réponse Th2, les antigénes d'ocufs du schistosome stimulent la
production d'IgA spécifiques.

b) Glycanes et réaction granulomateuse

La forme pathologique de la schistosomiase hépatique implique la formation de
granulomes autour des oeufs pi€gés dans le systeme portal vasculaire, conduisant a une
fibrose hépatique (Warren, 1972). La réaction granulomateuse est essentiellement une
réponse immunitaire 8 médiation cellulaire dirigée contre des antigénes sécrétés par les
oeufs vivants matures (Boros et Warren, 1970; Hang et al., 1974). Les sécrétions de l'oeuf,
produites en partie par le miracidium en développement, sont relarguées in vivo au travers
des micropores de la coquille (Smithers et Doenhoff, 1982): protéines, glycoprotéines
(Warren et al., 1967) et polysaccharides sécrétés induisent et influencent alors la réponse
immunitaire chez I'hote définitif (Hamburger ef al ., 1982a ou b).
Les glycanes de schistosome auraient donc un réle prépondérant dans la formation du
granulome. Ainsi certains déterminants carbohydrates de glycoprotéines d'oeufs, mais
également de vers adultes males, sont capables in vivo de stimuler la formation d'un

granulome artificiel (Boros et Warren, 1970 ; Boros et al.,1973, 1977; Weiss et al., 1987).

De méme, les glycanes de I'hGte auraient une place a tenir dans cette réaction
pathologique: les protéoglycanes héparane-sulfatés associés aux membranes cellulaires des
myofibroblastes auraient une activité stimulatrice sur la prolifération extramédullaire de
cellules myéloides impliquées dans la réaction inflammatoire du granulome (Alvarez-Silva
et al., 1993). Des protéines adhésives de 'hte peuvent €galement jouer un rdle dans la
formation et/ou la régulation du granulome. En effet, la L-sélectine est exprimée sur les
cellules entourant l'oeuf, mais, soluble, elle peut traverser les pores de la coquille et étre

retrouvee liée a la surface membranaire des miracidia (El Ridi ef al., 1996).
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3.2.3. Role des glycanes chez I'héte intermédiaire

Les glycanes du parasite peuvent également é&tre importants chez ['hote
intermédiaire. Récemment deux lectines ont été identifiées dans I'hémolymphe de
Biomphalaria alexandrina, mollusque vecteur de S. mansoni (Mansour, 1995). Ces
lectines, constituant une famille oligomorphique (Mansour et al, 1995), se lient aux
miracidia suggérant que les glycanes internes aux miracidia pourraient étre impliqués dans la
propagation ou le maintien du parasite dans 'hote intermédiaire, et également dans la
régulation de la réponse du mollusque vis-a-vis du schistosome. Ainsi des carbohydrates
associ€s a la surface tégumentaire du sporocyste primaire de S. mansoni, pourraient servir
de récepteurs potentiels pour médier la reconnaissance par le systéme interne de défense du
mollusque hote, B. glabrata (Johnston et et Yoshino, 1996). De plus, en utilisant la lectine
dérivée de B. alexandrina spécifique du déterminant fucosyllactose associé & S. mansoni, il
a été possible de caractériser respectivement des glycoprotéines de 37 kDa et 40 kDa sur les

vers méles adultes et sur les furcocercaires (Mansour, 1996; Negm, 1996).

3.3. L'antigéne Lewis x

Les études menées par Ko er al. (1990) ont mis en évidence la synthése par S.
mansoni de glycanes contenant le déterminant Le”, encore appelé SSEA-1 ("Stage Specific
Embryonic Antigen"), CD15 ou hapténe X. C'est un antigéne que l'on retrouve sur les
leucocytes humains, monocytes, neutrophiles et autres tissus. A l'origine décrit par des
anticorps monoclonaux préparés contre des antigénes d'oeufs, le Le* est également présent
sur de nombreuses glycoprotéines liées a la membrane tégumentaire du schistosome adulte
maéle et femelle, sur I'épithélium intestinal et dans le CCA. On a pu également récemment
caractériser une ol-3fucosyltransférase chez le parasite adulte (De Bose-Boyd et al,
1996). Son expression serait sous controle au cours du développement puisqu'il
n'apparait ni au niveau du miracidium, ni au niveau de la cercaire, alors qu'il est détectable

en moins d'une heure aprés la transformation en schistosomule (Koster et Strand, 1994). De
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plus, cette expression de Le*, et non de sialyl Le* (sLe”), est propre aux schistosomes
puisque Nyame ef al. (1998) ont pu confirmer sa présence chez S. haematobium et S.
japonicum, mais pas au niveau d'autres helminthes tels que le nématode Fasciola hepatica

ou les nématodes Dirofilaria immitis, Haemonchus contortus, Caenorhabditis elegans.

3.3.1. Influence des anticorps anti-Le*

Bien que le role des glycoconjugués dans le cycle et la survie du parasite ne soit pas
clairement établi, différents €léments récents leur accordent une place essentielle. Ainsi les
anticorps spécifiques, en particulier, de l'antigéne Le* pourraient avoir un role dans
I'immunité protectrice:

- d'isotypes IgM ou IgG, ils sont détectés au niveau de sérums de souris
vaccinées par des cercaires irradiées (Richter ef al., 1996), de singes rhésus ou de patients
infectés par S. mansoni (Van Dam et al., 1994; Srivatsan et al., 1992; Ko et al., 1990;
Nyame et al., 1996 et 1997).

- ils peuvent induire in vitro, en présence du complément, la cytolyse de leucocytes
humains qui expriment cet antigéne.

- ils peuvent également altérer la phagocytose des neutrophiles humains (Skubitz et
al., 1985), perturber les fonctions médiées par le C 3bi (Hickstein et al., 1986) en
interagissant probablement par l'intermédiaire des glycoprotéines présentes en surface tel
que le LFA-1 (Skubitz et Snook, 1987), ou encore toucher l'activation des neutrophiles
(Lund-Johansen et al., 1992).

- mais, vis-a-vis de I'hGte, ils pourraient atténuer la réponse immunitaire en
contribuant éventuellement a la neutropénie qui apparait lors de la phase chronique de la
schistosomiase: le CCA porte en effet des motifs répétés de Le* (Van Dam et al., 1994):
qui induisent des titres importants d'anticorps IgM spécifiques. Ceux-ci réagissent alors avec
les unités répétées de Le* présentes a la surface des granulocytes et en présence du
complément, ceci entraine la lyse de ces granulocytes (Van Dam et al., 1996).

- ces auto-anticorps pourraient avoir €galement une signification diagnostic, d'autant

plus que le CCA contient ce trisaccharide.
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3.3.2. Role direct de I'antigéne Le*

Une autre influence des glycanes du parasite contenant le Le* serait d'agir
directement sur le systéme immunitaire de I'animal infecté. On a pu en effet observer qu'ils
étaient capables de stimuler des cellules B issues d'animaux infectés et d'induire la
production dTL-10 et des prostaglandines E2, molécules connues pour leur pouvoir
inhibiteur vis-a-vis d'une réponse de type Thl (Vellupillai et Harn, 1994). De méme, il est
possible que d'autres oligosaccharides contenant du fucose, tels que les glycolipides de
l'oeuf et le glycocalyx de la furcocercaire, puissent induire de telles réponses.

D'autre part, le role biologique des épitopes Lewis dans le phénoméne d'adhérence
est bien établi: les sélectines (protéines adhésives impliquées dans la réponse inflammatoire,
I'hémostase ou encore la domiciliation des lymphocytes) reconnaissent sur leur cellules
cibles des épitopes de nature glucidique dont la structure correspond & celle des antigénes
Le* (McEver et al., 1995). Cependant on ne sait pas si cette interaction pourrait moduler
l'adhésion cellulaire durant les stades précoces de la réponse inflammatoire, méme si des
séquences Lacdi Nac fucosylées, semblables a celles trouvées au niveau des glycanes de
schistosome (Srivatsan et al., 1992), sont capables d'interagir avec la E-sélectine et de
bloquer la réponse médiée par celle-ci (Grinnell er al., 1994). Trottein et al. (1997)
suggérent que I'hdte pourrait utiliser ce motif carbohydrate adhérent pour favoriser les
phénoménes de cytotoxicité. Leurs résultats ont été confirmés in vivo de par l'existence de
structure Le* dans les produits d'excrétion-sécrétion du schistosomule et par la présence
d'anticorps anti-Le* détectés dans les sérums de rongeurs et de patients infectés. Ils

pourraient avoir un effet inhibiteur sur les mécanismes d'ADCC.
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3.4. La glycoprotéine de 38 kDa

3.4.1. Caractérisation

L'application de la technique dhybridation cellulaire a permis la sélection d'un
anticorps monoclonal anti-S. mansoni 1gG2a, sécrété par une lignée cellulaire hybride
résultant de la fusion de cellules myélomateuses avec des splénocytes de rats infectés.
L'efficacité de cet anticorps monoclonal IgG2a dans les mécanismes de cytotoxicité in vitro
suggérait une reconnaissance spécifique de la surface des schistosomules. De plus, ses
fonctions protectrices in vivo laissaient supposer que l'on puisse isoler par des anticorps un
antigéne cible potentiellement protecteur contre l'infection par S. mansoni (Grzych et al.,
1982). En effet ces anticorps se sont révélés capables de précipiter sélectivement une
glycoprotéine de surface du schistosomule, d'un poids moléculaire de 38 kDa (Dissous et
al., 1982). Caractérisée au stade de cercaire, cet antigéne est totalement relargué de la
surface du schistosomule en culture aprés 24 heures d'incubation, et n'est pas caractérisé au
stade pulmonaire. 11 est également présent au niveau des plaques ciliées du miracidium.
L'apparition des anticorps anti-38 kDa dans le sérum de rat a lieu vers la 4° semaine
d'infection, période a laquelle I'animal devient immun a la réinfection (Theése Dissous, 1984).
Cependant, I'immunité disparait vers la 10-12e semaine, alors que les anticorps anti-38 kDa
sont encore détectés dans le sérum des rats jusqu'a la 25° semaine d'infection (Thése
Dissous, 1984). Dés lors les anticorps dirigés contre I'antigéne 38 kDa n'étaient pas tous
capables d'induire une activité cytotoxique ou protectrice! C'est ce que confirmait I'existence
des anticorps monoclonaux IgG2c spécifiques de l'antigéne de 38 kDa, précédemment
évoqués en tant qu'anticorps bloquants, qui n'étaient ni cytotoxiques in vitro, ni protecteurs
in vivo, mais qui pouvaient par contre inhiber les activités cytotoxiques et protectrices des
anticorps IgG2a (Grzyc et al., 1984). Par conséquent, l'immunité de 'hdte pourrait étre
dépendante d'un mécanisme de régulation de la réponse humorale spécifique de I'antigéne de

38 kDa, opérant au niveau de la synthése préférentielle de certaines sous-classes d'1gG.
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L'antigéne de 38 kDa apparait comme l'un des immunogénes majeurs des différents
systémes d'infection expérimentale (chez le rat, la souris ou le singe) et humaine (Dissous ef
al., 1982). En effet, responsable de la production d'anticorps spécifiques chez 97% des
sujets d'une population bilharzienne étudiée, il peut €tre considéré chez 'homme comme un
marqueur de I'infection parasitaire.

Le role protecteur de I'épitope défimi sur la glycoprotéine de 38 kDa par lanticorps
monoclonal d'isotype IgG2a a été vérifié par la production d'anticorps anti-idiotypiques
mimant certains paramétres de linfection par S. manmsoni, mais cette approche sera

développée dans un chapitre ultérieur.

3.4.2. Communauté antigénique avec la KLH

a) Caractérisation

Différents auteurs ont décrit la similarité antigénique existant entre les trématodes et

leurs hotes intermédiaires respectifs (Capron, 1965;Yoshino et Cheng, 1978 ; Yoshino et
Bayne, 1983; Rivera-Marrero et Hillyer, 1985; Rasmussen et al., 1985). Cependant cette
identité antigénique ne résulterait non pas d'une adsorption de molécules du mollusque sur
le parasite dans la mesure ou, dans le cas de la glycoprotéine de 38 kDa, ces structures
oligosaccharidiques existent sur le miracidium et plus tard dans les produits métaboliques du
ver adulte. Mais elle résulterait plutt d'une adaptation du parasite & son hdte et préviendrait
ainsi d'une reconnaissance Immune.

D'autre part, il a été décrit que des oligosaccharides de membrane pouvaient jouer
un role essentiel dans 'adaptation osmotique de microorganismes (Miller e al., 1986). Ceci
laisse donc & penser que les modifications brusques d'osmolarité (notamment entre le stade
larvaire aquatique et le stade schistosomule au niveau des tissus de I'hote définitif) sont
dépendantes de cet épitope glycanique porté par la glycoprotéine de 38 kDa hautement
conservé au cours de I'évolution.

En effet, les travaux de Dissous ef al. (1986) ont pu montrer que la structure
oligosaccharidique portée par la glycoprotéine de 38 kDa posséde des épitopes communs

non seulement avec des extraits de mollusques d'eau douce, hotes aux schistosomes tels que
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B. glabrata pour S. mansoni, Bulinus truncatus pour S. haematobium ou encore Lymnaea
stagnalis pour Trichobilharzia ocellata (schistosome aviaire) et comme non-hdte Lymnaea
limosa; mais également avec 'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata plus
communément appelée KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) (Grzych et al., 1987).

La KLH comprend 2 isoformes, I'un de 450 et l'autre de 392 kDa, respectivement appelé
KLH-A et KLH-B, distincts par leur structure primaire et leur constante de liaison a
l'oxygéne. Trés immunogéne, la KLH peut induire, suite &2 une scule injection en intra-
veineuse, une forte réponse anticorps pour 100% des vertébrés, y compris I’homme
(Mattson et al., 1974; Salvaggio et al., 1969). Tres largement utilisée dans des études
humorales et cellulaires de la réponse immunitaire chez ’homme (Curtis ef al., 1970, 1972;
Bird et al., 1990), elle peut étre une molécule porteuse pour un vaccin contre le SIDA
(Khan et al., 1992), un agent immunothérapeutique contre le cancer de la vessie (Flamm et
al., 1990; Jurincic et al., 1988; Kible et al., 1991; Winkler, 1996) ou encore un visée
prophylactique (Bagasra et al., 1992).

b) Importance de la KLH dans le diagnostic des schistosomiases

Les études de la réponse immunitaire dirigée contre les antigénes de surface de
schistosome ont permis la mise en évidence de taux importants d'anticorps spécifiques de
différents épitopes carbohydrates abondamment exprimés a la surface du schistosomule
nouvellement formé. Ils sont détectables seulement pendant la phase aigiie mais pas pendant
la phase chronique (Omer Ali et al., 1989).

Ainsi la détection d'anticorps anti-KLH a été décrite comme moyen sérodiagnostic
pour détecter la schistosomiase (Mansour ez al., 1989) et distinguer la phase aigiie de la
maladie (Lambertucci et al.,, 1993). La KLH présente I'énorme avantage d'étre un
glycoconjugué déja disponible pour un test immunodiagnostic simple et peu cotiteux. De
nombreux exemples récents supportent sa trés large utilisation : que ce soit pour
diagnostiquer la schistosomiase humaine aigiie 3 S. mansoni chez des patients brésiliens
(Alves Brito et al., 1992; Lambertucci et al., 1996), pour suivre l'effet de traitements au
praziquantel ou & l'oxamniquinine (Rabello ef al., 1997) ou encore pour détecter les

infections humaines a S. hgematobium en Tanzanie (Xue et al., 1993) ou a S. japonicum
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dans les régions endémiques de la Chine (Zheng et al., 1992; Li et al., 1997). 1l faut noter
qu'aucune réaction n'a été mise en évidence avec Leishmanie, Trypanosome, Ascaris ou
Ankylostome (Alves Brito et al., 1992). Par contre, la KLH n'est pas utilisable pour le
sérodiagnostic de la schistosomiase aigiie chez des voyageurs issus de zone non endémique
(Verweij et al., 1995). Récemment, Hamilton (SFI 1996) avangait l'argument suivant:
I'efficacit¢ de la KLH dans le diagnostic de la schistosomiase humaine a S. mansoni
s'expliquerait par une réactivité croisée tout particulicrement avec des fractions de SEA,
avec également dans ce cas, une possible implication des résidus glycaniques puisque ce
sont des antigénes trés glycosylés. En effet, la définition sérologique de la phase aigiie peut
aussi étre relativement établie sur la détection de taux importants d'anticorps spécifiques du

SEA et particulierement d'isotype IgA (Rabello ef al., 1995; Liping et al., 1996).

c) KLH: effet protecteur et essais de vaccination

Il est important de noter que I’anticorps monoclonal IgG2a, tout comme d'autres
anticorps contenus dans des sérums d’infection expérimentale, reconnait différentes
structures de la molécule KLH. D’autre part, I’identité structurale de I’épitope commun 3 la
glycoprotéine de 38 kDa et la KLH se double d’une identité fonctionnelle, puisqu'en effet
I’immunisation de rats par la KLH induit la production d’anticorps hautement cytotoxiques
pour les schistosomules en présence d’éosinophiles. De plus, ces anticorps s'avérent mais
également protecteurs vis-a-vis d’une infection cercarienne d’épreuve par S. mansoni,
lorsqu’ils sont transférés passivement (Grzych er al., 1987).

D'autres auteurs (Mangold et Dean, 1992) ont rapporté la propriété protectrice
d'anticorps anti-KLH de lapins immunisés avec des cercaires irradiées transférés
passivement chez la souris.

De méme, toujours dans le modele murin, une immunisation passive d'anticorps
monoclonaux spécifiques d'une glycoprotéine de 38kDa s'avére protectrice (Zodda et
Phillips, 1982; Kelly er al., 1986; Harn ef al., 1984 ; Harn, 1987) et démontrent ainsi que la
souris peut-étre protégée par immunisation d'antigéne purifié par immunoaffinité & partir
d'extraits d'ceufs. Le tableau suivant rapporte les essais de vaccination avec la KLH contre

différentes espéces de schistosomes, dans divers modéles expérimentaux.
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Propriétés protectrices induites dans des expériences d'immunisation par la KLH vis-a-vis de différentes

espéces de schistosomes.

Mod¢éle

Parasite

Effets

Références

Rat

S. mansoni

diminution du nombre de vers
adultes (de 50 a 76%)

(Grzych et al., 1987)

Bovin (Zébu)

S. bovis

diminution de la fécondité des vers
(sans réduction du nombre de vers
adultes)

(Bushara et al., 1993)

Mouton

S. japonicum

diminution du nombre de vers
adultes (33,8%)
et du nombre d'ceufs fécaux et
tissulaires (66,4%)

(Xu et al., 1995)
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Les anticorps anti-idiotypes
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1. Structure et diversité des immunoglobulines

Les immunoglobulines, ou anticorps, sont des glycoprotéines impliquées dans la
reconnaissance spécifique des antigénes. Présentes dans les liquides biologiques de tous les
mammiféres, certaines sont exprimées a la surface des cellules B ot elles jouent le rdle de
récepteurs spécifiques a l'antigéne. D'autres, les anticorps, sont présents sous forme soluble

dans le sang, la lymphe ou les muqueuses.

1.1. Structure des immunoglobulines

Caractérisées par leur diversité et leur extréme variabilité, ce sont cependant des
molécules assemblées selon le méme modéele: constituées de quatre chaines polypeptidiques,
comprenant deux chaines dites légeres L (pour "light") identiques et deux chaines dites
lourdes H (pour "heavy") identiques, elles forment ainsi une structure en Y flexible au
niveau de la région charniére. Seuls les anticorps de chameau font exception et présentent

uniquement une chaine lourde (Hamers-Casterman ef al., 1993).

La représentation suivante n'est pas purement conventionnelle: elle a été observée
directement au microscope électronique par Valentine en 1965. L'analyse biochimique a
montré que chacune des quatre chaines posséde une région variable V c6té amino-terminal
qui contribue au site de liaison a l'antigéne (fragment Fab), et une région constante C, qui
dans le cas de la chaine lourde détermine lisotype, et par conséquent les propriétés
fonctionnelles de I'anticorps, mais également les activités biologiques telles que la liaison du

complément ou la fixation aux cellules du systéme immunitaire (fragment Fc).

57



Introduction - Anticorps anti-idiotypes

régions hypervariables chaine

Structure de base d'un anticorps de classse IgG humain.

Chagque chaine comporte une région qui varie d'un anticorps a un autre (respectivement Vy et V;)
et une région qui reste constante a l'intérieur d'un type de chaine lourde ou légére (respectivement Cy ou
C;). Les régions constantes des chaines lourdes comprennent trois a quatre domaines de repliement
indépendants, alors que celles des chaines légéres n'en comportent qu'un: ici dans ce cas particulier, la
chaine lourde est constituée dans l'ordre, de Vy, Cyl, Cy2 et Cy3. Les régions variables comportent
notamment des régions hypervariables (en rouge)

1.2. Diversité des immunoglobulines
Au sein de I'énorme diversité qu'offre les molécules d'anticorps, on peut définir les 3
niveaux principaux de variabilité suivants.

1.2.1. Les variations isotypiques

L'isotypie définit & I'intérieur de l'espéce, la variation des chaines lourdes et légéres

dans leurs régions constantes. Ainsi par exemple, dans le génome humain, les génes
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correspondant aux chaines lourdes 71, y2, ¥3, y4, p, al, a2, 8, € et aux chaines légéres k et
A, codent pour les différents isotypes.

1.2.2. Les variations allotypiques

Elles rendent compte des variations génétiques a l'intérieur d'une méme espéce, et
reflétent de la présence de différents alléles a2 un méme locus. Ces déterminants allotypiques
sont en général localisés dans les domaines constants des chaines lourdes des

immunoglobulines.
1.2.3. Les variations idiotypiques

Les modifications de la séquence en acides aminés observées dans les régions
variables, et particulierement dans les zones hypervariables, sont directement responsables
de la spécificité du site de fixation a l'antigéne, et déterminent ainsi les idiotopes.
L'ensemble des idiotopes d'une partic variable constitue lidiotype de [lanticorps.
Généralement, lidiotype est spécifique d'un seul clone cellulaire, donc présent sur les
anticorps dirigés contre le méme antigéne; on parle alors d'idiotype privé. Mais parfois,
différents clones cellulaires peuvent exprimer le méme déterminant idiotypique que I'on
retrouvera par conséquent systématiquement sur les immunoglobulines au cours d'une

réponse immune; ceux-ci sont alors appelés idiotypes publics ou récurrents.

VY ¥V

Variabilité des chaines d'immunoglobulines
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Les bases génétiques de la variabilité idiotypique reposent sur les faits suivants :
d'une part les régions variables des chaines légéres (V) d'immunoglobulines sont codées par
des segments génétiques V et J; d'autre part celles des chaines lourdes (Vy) sont codées
également par des segments génétiques V et J, mais en plus par le segment génétique D, qui
apporte ainsi une diversité supplémentaire. La recombinaison d'un nombre limité de
segments génétiques V, D et J, assure donc la diversité d'un trés grand nombre de domaines
variables. De plus, elle peut étre accentuée par I'addition ou la délétion de nucléotides lors
du réarrangement de ces génes variables. Enfin, les chaines lourdes et légéres
d'immunoglobulines peuvent subir des modifications de structure au niveau des séquences
codantes pour les régions variables, appelées mutations somatiques, aprés stimulation
antigénique.

Ainsi cette diversité des molécules d'anticorps est étroitement liée aux génes codant
pour leurs chaines polypeptidiques constitutives, mais elle résulte aussi tout simplement de
la combinaison de n'importe quelle chaine lourde avec n'importe quelle chaine légére.

Toutes ces sources de diversité créent donc un vaste répertoire de spécificités des

anticorps & partir d'un nombre relativement limité de génes.

1.3. Notion de CDR et de régions "framework"

Wu et Kabat (1970) ont analysé les séquences d'acides aminés de nombreuses
chaines lourdes et légéres. Pour disposer de source d'anticorps homogénes, ils ont utilisé
des myélomes, tumeurs monoclonales de celluless B produisant un seul type
d'immunoglobulines. Quand les régions variables des chaines légéres de différents myélomes
ont été comparées, il est apparu que la variabilité dans la séquence d'acides aminés était
concentrée sur trois régions hypervariables, d'approximativement 100 acides aminés de
long, qui €taient encadrées par des résidus relativement invariants de la séquence de base,

appelés "charpente”. L'ensemble de ce motif, pour chaque région variable, est conservé d'un

anticorps a l'autre. Les régions hypervariables sont les zones de contact avec 'antigéne et

60



Introduction - Anticorps anti-idietypes

sont aussi appelées régions déterminant la complémentarité avec l'antigéne, ou CDR pour
"complementary-determining-regions”.

La variabilité de la chaine lourde est concentrée de la méme fagon en trois régions
hypervariables avec un bruit de fond de variabilité¢ moindre situé de chaque c6té des CDR.
Les séquences de base "charpente” de la partie variable des chaines lourdes peuvent étre
divisées en groupes selon leur homologie et, dans quelques cas, selon lidentité¢ des
séquences. On considérera ainsi par exemple le sous-groupe de variabilité ou la famille
VIl des chaines lourdes humaines.

De nombreux arguments montrent que les idiotopes situés sur les parties variables et
hypervariables des immunoglobulines, sont liés au paratope (site de liaison a l'antigéne) de

I'immunoglobuline, bien que cette localisation ne soit pas exclusive.

61



Introduction - Anticorps anti-idiotypes

2. L'idiotypie

2.1. Découverte de I'idiotypie

En 1963, les équipes de Kunkel et de Oudin ont observé presque simultanément la
présence des idiotypes. Les travaux de Kunkel ef al. portaient sur les anticorps humains
spécifiques de déterminants antigéniques de globules rouges. Ceux de Oudin et Michel
consistaient en la préparation d'anticorps anti-Salmonella typhimurium chez des lapins
allotypiques : un lapin, préalablement saigné, a ¢té immunisé avec des antigénes de S.
typhimurium afin de produire des anticorps (Abl pour "antibody 1"). Ceux-ci ont été mis en
contact avec l'antigéne, puis réinjectés & un deuxiéme lapin qui a donc produit des anticorps
Ab2 (anticorps anti-Abl). Une partie de ces Ab2 était donc capable de reconnaitre
spécifiquement les anticorps Abl du premier lapin, mais aucune réaction n'était observée
avec le sérum préimmun, ni avec celui d'autres lapins anti-salmonella. Ces anticorps Ab2
sont appelés anticorps anti-idiotypes puisqu'ils reconnaissent des idiotopes spécifiques,

dus a la réponse anti-salmonella du premier lapin.

2.2. Bases structurales de I'expression de l'idiotypie

Différentes approches ont permis de caractériser la localisation et les bases

structurales de 'expression de l'idiotype d'une immunoglobuline.
2.2.1. Méthodes sérologiques

Elles comprennent des expériences de compétition de liaison a lidiotype par
différents anticorps anti-idiotopes, par I'hapténe ou l'antigéne (Greenspan et Monafo, 1987).
Les résultats de telles études démontrent qu'a la fois les régions variables Vg et V.. peuvent

contribuer & I'expression de l'idiotope et suggérent que de nombreux idiotopes sont localisés
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effectivement & proximité du paratope. Il a été ainsi possible de construire une premicre
carte grossiére des multiples idiotopes exposés au niveau des régions variables d'un méme
anticorps (Greenspan et Davies, 1985; Zenke ef al., 1985). D'autre part, cette approche a
permis de mettre en évidence des réactivités croisées parmi les familles des différents génes
des chaines H et L (Chen et al., 1991).

Combinée a des analyses de microscopie électronique, la sérologie a permis d'établir
une cartographie tridimensionnelle de 4 idiotypes exprimés sur toute la surface d'une seule
région variable, ou encore de démontrer la localisation des idiotopes sur la surface entiére
de la région variable, étendue du paratope jusqu'a la jonction avec le premier exon de la

région constante (Roux et al., 1987).

2.2.2. Corrélation avec la séquence en acides aminés

Les premiéres études ont pu simplement associer un ou plusieurs acides aminés avec
un idiotope donné (Schilling et al., 1980; Davie et al., 1986). Puis l'utilisation de variants
sans idiotope, sélectionnés in vifro, a permis d'établir une séquence en acides aminés
corrélant avec des idiotopes particuliers définis par des anticorps monoclonaux (Radbruch
et al., 1985; Bruggemann ef al., 1986). Ces travaux ont permis de montrer que la
substitution d'un seul acide aminé pouvait avoir des effets dramatiques sur I'expression de
Idiotope et que ces résidus d'acides aminés contribuant aux idiotopes pouvaient se situer
dans les régions hypervariables comme dans les régions "charpente”.

Plus récemment, la technique de mutagénése dirigée a conduit aux constatations suivantes:

- la 3° région hypervariable apparait avoir une influence essentielle sur 'expression de
l'idiotype mais toutes peuvent y contribuer;

- une mutation seule n'a pas d'effet sur I'expression de lidiotope alors qu'introduite de
facon concomittante avec d'autres mutations, elle a un effet potentiateur sur ces
derniéres (Hasemann et Capra, 1991; Hall er al., 1992). Il y aurait ainsi des interactions

coopératives entre les acides aminés impliqués.
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Une approche alternative consiste 2 utiliser des peptides de synthése correspondant &
la séquence en acides aminés des domaines variables d'un anticorps donné, mais cette

possibilité sera abordée plus loin.

2.3. Immunogénicité des idiotypes: induite ou spontanée

La possibilité d'induire des anticorps anti-idiotypes a été initialement démontrée par
des modéles d'immunisations xénogéniques et allogéniques (Kunkel et al., 1963; Oudin et
Michel, 1963), dans un contexte syngénique (Bona et al., 1979).

Les fluctuations entre les concentrations d'idiotypes et d'anti-idiotypes durant une
réponse anticorps conventionnelle induite par des antigénes étrangers (Cosenza et Kohler,
1976; Bona et al., 1978) ou durant la rémission de maladies autoimmunes (Sasaki ef al.,
1988) suggérent que les déterminants idiotypiques peuvent étre spontanément immunogénes

in vivo.
-Mécanismes d'immunogénicité des idiotypes. Role des cellules T

Quant aux mécanismes méme d'induction d'une immunogénicité, on peut noter que
les idiotypes sont des protéines & déterminants antigéniques, et que par conséquent la
stimulation des cellules B produisant les anticorps anti-idiotypes nécessitent la coopération
avec des cellules T. De nombreuses indications montrent que les cellules T sont capables de
reconnaitre les déterminants issus de molécules d'immumoglobulines. Mais puisque les
cellules T ne peuvent pas reconnaitre les déterminants des protéines natives, elles doivent
vraisemblablement reconnaitre des idiopeptides générés par l'apprétement
d'immunoglobulines dans le cytoplasme ou dans les vacuoles acides.

Récemment l'obtention de clones de lignées T CD4+ ou de lymphocytes T CD8+
cytotoxiques (CTL) a permis d'analyser les bases moléculaires de la reconnaissance des
idiotypes par les cellules T (Waters et Bona, 1988; Wilson et al., 1990). Ainsi les

déterminants des régions variables seraient apprétés et présentés comme des antigénes du
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soi ou du non-soi. Ceci implique que les cellules T reconnaissent des idiopeptides en
association avec des antigénes du Complexe Majeur d'Histocompatibilit¢ (CMH), et que les
cellules T spécifiques d'idiotype CD4+ pourraient €tre stimulées par des immunoglobulines
solubles desquelles l'idiopeptide serait généré a l'intérieur de vacuoles acides (Bogen ef al.,
1985); alors que les cellules T spécifiques d'idiotype CD8+ reconnaitraient l'idiopeptide
généré par la voie endogéne (Braciale et Braciale, 1992). Il est intéressant de noter que les
anticorps anti-idiotypes n'inhibent pas la liaison au récepteur des cellules T (TCR) ou au
CMH (Zaghouani er al., 1992).

-Notion d'idiotype régulateur

Définis par Bona ef al. (1981), les idiotypes régulateurs sont trouvés de fagon
récurrente a différents niveaux de la cascade idiotypique, et ont donc une grande importance
dans l'immunorégulation. Leur mise en évidence appuie d'ailleurs I'idée d'un réseau non infini
(Urbain et al., 1981). Ils présentent différentes propriétés:

- ils peuvent entrer en compétition avec l'antigéne (Victor-Krobin et al., 1987) et sont des
marqueurs des génes de la lignée germinale (Goldberg ef al., 1983; Victor-Krobin ef al.,
1990).

- ils peuvent avoir la fonction d'autoimmunogénes puisqu'ils peuvent induire la
synthése d'anticorps autoidiotypiques (Victor-Krobin ef al., 1987).

- ils peuvent étre portés par différents membres du réseau idiotypique (Abl et Ab3, ou Ab2

et Ab4) (Bona, 1981), mais également par des anticorps de différentes spécificités (Bonilla

et al., 1990; Zaghouani ef al., 1989).

- ils ont un potentiel dominant dans la mesure ou ils sont reconnus par des cellules T

(Rubinstein ef al., 1982).

65



Introduction - Anticorps anti-idiotypes

3. Le réseau idiotypique

3.1. Théorie du réseau idiotypique: hypothése de Jerne

En 1974, NK. Jerne a postulé que la réponse immunitaire était régulée par un
réseau d'anticorps idiotypiques et anti-idiotypiques. Les idiotypes €taient selon lui portés par
des récepteurs de surface des lymphocytes B. La prolifération des lymphocytes B en
réponse & un antigéne engendre la production d'anticorps appelés Abl. Chaque molécule
d'anticorps Abl porte des déterminants idiotypiques qui lui sont propres, capables d'induire
la production d'anticorps Ab2 qui les reconnaissent spécifiquement. Or les anticorps Ab2
peuvent & leur tour induire par leurs propres déterminants idiotypiques une réponse Ab3,
qui elle-méme induira une réponse Ab4 et ainsi de suite... C'est en fait cette production en
cascade qui constitue le réseau idiotypique. Selon que les idiotopes sont situés a l'intérieur
ou hors du paratope, les anticorps Abn seront différents parce que dirigés contre des

idiotopes différents de la molécule d'anticorps Abn-1.

A A D
@ e ek

Abil Ab3

Le réseau idiotypique.

L'anticorps Abl, spécifique d'un antigéne dommé, porte un motif moiéculaire particulier appelé
motif idiotypique (ici un carré). Une production d'anticorps Ab2 pewt étre induite contre l'idiotype porté
par Uanticorps Abl; puis une production d'anticorps Ab3 contre l'idiotype porté par I'Ab2, puis une
production d'Ab4 et ainsi de suite...IL existe en fait plusieurs motif idiotypique par molécule d'anticorps et
chez un méme animal, ces différents types d'anticorps coexistent
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Cette théorie fournissait enfin une explication sur I'homéostase du systéme
immunitaire, sur les mécanismes de communication entre les différentes cellules de ce
systéme et sur le contrble interne de la réponse immunitaire lors de lintroduction d'un
antigéne par exemple vaccinant. Afin d'illustrer la régulation interne intervenant dans
I'établissement d'un réseau, prenons lexemple d'un lymphocyte B, porteur & sa surface
d'anticorps Abl spécifique d'un antigéne X; en absence de l'antigéne, les lymphocytes B
porteurs a leur surface des anticorps anti-idiotypes Ab2 qui reconnaissent les Abl,
controlent la prolifération des lymphocytes porteurs d'Abl grice a leur interaction avec les
idiotypes de cet Abl: ainsi les anticorps Abl ne sont pas sécrétés. L'introduction de
l'antigéne brise cet équilibre. Aprés bien des étapes, la réponse immunitaire qui suit
I'immunisation se traduit par la prolifération de cellules capables de sécréter des Abl. Les
cellules anti-idiotypiques Ab2, "dépassées”, répondent par leur propre prolifération. La
production de nombreuses cellules porteuses d'Abl et de cellules porteuses de la mémoire
immunitaire du contact avec l'antigéne va donc établir un nouvel équilibre, différent du
précédent. Ainsi I'amplification du nombre de clones Abl liée a l'introduction de l'antigéne
X peut induire un réseau local trés complet dans lequel les cellules porteuses d'anticorps

contre cet idiotype forment un mini-réseau caractéristique de l'antigéne.

Depuis I'élaboration de cette théorie, différents éléments sont venus s'ajouter. Jerne
Limitait son axiome aux cellules B et & leurs produits. Or comme nous l'avons évoqué dans
le paragraphe concernant I'immunogénicité des idiotypes, il est maintenant clair que les
cellules T participent au réseau. D'autre part, comme nous allons l'aborder dans le
paragraphe suivant, l'effet des anticorps anti-idiotypes n'a pas été seulement démontré
comme ayant des effets suppresseurs mais également des effets stimulateurs de la réponse
immune. Enfin I'induction par 'Abl d'anticorps Ab2 de différentes natures ou spécificités

étend les rles et les utilisations potentielles du réseau idiotypique.
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3.2. Role immunorégulateur du réseau idiotypique

De nombreux travaux expérimentaux ont permis de vérifier I'existence biologique du
réseau idiotypique de Jerne et d'admettre les effets immunomodulateurs des interactions

idiotypiques dans l'expression de I'immunité.
3.2.1. Effet suppresseur des anti-idiotypes sur les cellules B

Il réside dans la capacité qu'ont les anticorps a supprimer l'activité des clones portant
I'diotope correspondant.

Les travaux de Mage et Dray (1965) chez le lapin constituent la premiére mise en
évidence d'une suppression, en l'occurrence de l'allotype. Décrit dans de nombreux systémes
expérimentaux, notamment chez la souris, ce phénomeéne peut étre induit par une
administration d'anticorps hétérologues ou homologues. Chez I'animal adulte, la suppression
induite est temporaire alors que pendant la période néonatale elle peut étre de longue durée,
mais dans les 2 cas lidiotope étudi€é n'est plus exprimé (Kim, 1979). Des expeériences
similaires ont €té réalisées in vitro par Cosenza et Kohler (1972) dans ce méme modéle;
puis elles ont été étendues a une suppression in vivo par Strayer et al.(1975).

La notion de dose d'anticorps anti-idiotypes administrés a son importance. En effet,
une petite quantité d'anticorps anti-idiotypes est suffisante chez le nouveau-né pour obtenir
une suppression de l'expression de l'idiotype, alors que chez les souris adultes, une injection
d'importante quantité d'anti-idiotype est nécessaire pour obtenir les mémes effets de fagon

transitoire.

-Mécanismes de suppression

Une suppression définitive peut étre obtenue suite & un traitement prolongé par des
anticorps anti-idiotypes chez des souris immunisées contre un hapténe de phénylarsonate
(Ar) (Hart et al., 1972; Pawlak ef al., 1973). Un mécanisme probable de cette suppression a
long terme serait que les anti-idiotypes bloquent les immunoglobulines sur les cellules B

primaires permettant une stimulation sélective des cellules spécifiques de 'antigéne Ar, mais
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pas d'idiotype précis (Id). Ensuite les cellules B secondaires exprimant des anticorps anti-Ar
Id", domineraient la réponse indéfiniment.

Un autre mécanisme de suppression consisterait 4 induire des cellules T spécifiques
de lidiotype, en réponse au traitement par les anti-idiotypes. C'est ce qu'ont pu démontrer
Eichmann et Rajewsky (1974) en ce qui concerne un idiotype associé aux anticorps anti-
streptocoque.

D'autre part, dans le cas de la réponse immunitaire spécifique de la protéine basique
de myéline humaine (MBP), l'altération portée dans la production d'anticorps par les cellules
sécrétant l'idiotype se fait sans phénoméne de cytotoxicité (Zhou ez al., 1990). Les études
de Hart ef al. (1972) révélaient quant a elles, que seuls les anticorps anti-idiotypes natifs
induisaient un effet suppresseur, a l'inverse de leur fragment Fab ou (Faby)', ce qui suggérait

de ce fait la participation des fragments Fc pouvant agir par le biais du complément.

3.2.2. Activation d'une réponse immunitaire

Dans le cas de lantigéne polysaccharidique de streptocoque, des anticorps
spécifiques d'un idiotope public (ASA) peuvent moduler la production d'anticorps portant
cet idiotope. Cependant, selon lisotype de ces anticorps anti-idiotypes, les effets peuvent
étre opposés: lisotype IgGl stimule le clone porteur de lidiotope ASA et donc la
production d'anticorps portant l'idiotope ASA, qui représente alors une forte proportion de
la réponse anti-streptocoque; au contraire, lisotype IgG2 induit une suppression de
lidiotope ASA sans affecter la réponse globale (Eichmann et Rajewsky, 1975).

D'autre part, les expériences de Trenkner et Riblet (1975) et de Kelsoe et al. (1981)
soulignent 13 encore I'importance de la dose utilisée d'anticorps anti-idiotypes: l'injection de
forte quantité d'anti-idiotypes conduit & la suppression idiotypique, alors que linjection de
faible quantité augmente lexpression de lidiotype spécifique. Ces quantités sont
équivalentes aux quantités d'idiotypes trouvées naturellement dans le sérum. Ainsi des
anticorps anti-idiotypes capables de moduler ces réponses seraient produits naturellement in

vivo au cours de la réponse immunitaire.
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Quant aux mécanismes propres d'activation, les résultats de Victor ez al.(1983) nient
la possibilité de propriétés stimulatrices polyclonales "mitogéne-like" des anticorps anti-
idiotypes.

3.2.3. Role du réseau idiotypique dans I'établissement du répertoire

des cellules B

Différents éléments supportent le fait que les interactions idiotypiques, chez un
animal nouveau-né, jouent un role dans I'établissement du répertoire des cellules B chez
l'adulte (Kearney et al., 1989; Victor et al., 1983). Le groupe de Kearney et d'autres
(Holmberg et al., 1984) ont montré que les immunoglobulines M de souris périnatales, et
non pas celles de souris adultes, ont une incidence sur les anticorps autoréactifs, notamment
les anticorps spécifiques d'idiotopes portés par les molécules d'immunoglobulines
autologues. Les perturbations périnatales de tels idiotopes, causées par 'administration
d'idiotypes ou d'anti-idiotypes autologues, peuvent avoir des effets importants sur
l'expression a I'age adulte de ces derniers.

Augustin ef al. (1983) conforte l'idée que les anticorps anti-idiotypes particuliers
portant la copie des déterminants antigéniques sont des structures essentielles qui peuvent
ainsi médier les interactions cellulaires conduisant 3 la sélection et a la conservation des
répertoires des cellules B mais également des lymphocytes T.

D'autre part, les idiotypes de la mére peuvent avoir & leur tour de fortes propriétés
immunorégulatrices vis-a-vis de I'établissement du répertoire de sa progéniture (Wikler et
al., 1980).
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4. Les anticorps anti-idiotypes :

notion d'image interne

4.1. Hétérogénéité des anticorps anti-idiotypes

Les différentes localisations possibles des idiotopes au niveau des différents
segments des régions variables soulignent I'hétérogénéité des anticorps anti-idiotypes
induits. Basés sur ces observations, Jerne et al. (1982), puis Bona et Kohler (1984) ont

défini 4 catégories d'anticorps anti-idiotypes (Ab2):

- les anti-idiotypes Ab2a: ils reconnaissent des idiotypes associés aux
séquences "charpente” des régions variables, ainsi leur liaison aux idiotopes correspondants
n'est pas inhibée par l'antigéne. Inoculés en grande ou en petite quantité, ces anticorps anti-
idiotypes peuvent respectivement supprimer ou stimuler les clones exprimant l'idiotype,
mais ils ne peuvent pas mimer l'antigéne. Huang et al. (1986) ont montré que les
Ab2a pouvaient induire une prolifération T-dépendante et restreinte par le CMH des
cellules B, ainsi que leur différenciation en cellules productrices d'anticorps. Il a été
également montré que les Ab2a dirigés contre des anticorps spécifiques d'un antigéne
donné, pouvaient induire des anticorps spécifiques sans contact au préalable avec l'antigéne
(Schick et al., 1987; Mayer et al., 1987). D'autre part, ils expriment des idiotypes
(conventionnels ou régulateurs) appartenant aux Abl puisque les anticorps induits par leur
immunisation sont capables d'inhiber les réactions idiotypiques-anti-idiotypiques.

- les anti-idiotypes Ab2y: ils reconnaissent le paratope associé aux idiotopes.
De tels anticorps anti-idiotypes inhibent donc la lLiaison a I'antigéne: cette inhibition est de
nature stérique ou due & une modification conformationnelle du paratope (Bona et Kohler,
1984). Tout comme les Ab2a, ils ne peuvent pas mimer l'antigéne. Une catégorie

particulicre d'Ab2y interagit avec des idiotopes régulateurs précédemment définis.
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- les anti-idiotypes Ab2f: ils reconnaissent les idiotopes qui miment
I'antigéne. Ces anticorps portent limage interne de l'antigéne. Ainsi leurs idiotypes
présentent des réactions croisées avec les épitopes du soi et du non-soi. Similaires mais pas
identiques, ils sont capables de mimer la structure tridimentionnelle des épitopes, donc
d'inhiber la liaison de I'Ab1 a I'épitope.

- les anti-idiotypes Ab2¢e (ou "epibodies”): ils représentent une catégorie
particuliere d'anticorps anti-idiotypes qui reconnaissent les idiotopes communs a l'antigéne
et aux anticorps dirigés contre cet antigéne (Bona er al., 1982 et 1986). Ils ont été décrits
parmi
les anticorps anti-idiotypes spécifiques d'idiotypes d'autoanticorps (Dwyeret al., 1986;
Puccetti et al., 1990) et d'anticorps anti-allotype (Bona et Kohler, 1984). L'Ab2¢e peut
représenter une catégorie particuliére d'image interne car son paratope interagit avec a la
fois l'idiotope et I'épitope.

Ab2a et AbB2Y Ab28

Les anticorps anti-idiotypes.

Sur cette molécule d'anticorps powrvue d'un site de reconnaissance en coulewr, trois déterminants
idiotypiques figurent en gris hachuré, noir et bleu hachuré. L'antigéne est recommu par le site de
localisation du motif idiotypique (couleur en A). Les différents types d'anticorps anti-idiotypiques
dépendent en fait déja de la localisation du motif idiotypique.

En A, les Ab2a et Ab2y (régulateurs) se fixent sur des motifs plus ou moins proches du site de combinaison
de Abl. En B, un anticorps Ab2f reconnait un motif localisé a l'intérieur, voire trés proche, du site de
combinaison: dans ce cas son site de reconnaissance peut mimer le déterminant antigénique reconnu par
Abl. En C, les Ab2¢ reconnaissent une toute autre classe de motifs antigéniques: leur site de combinaison
reconnait aussi bien un motif antigénique de 1'Abl qu'un motif antigénique de l'antigéne reconnu par Abl,
d'ott leur implication dans les maladies auto-immunes.
Ces trois grandes classes d'anticorps anti-idiotypiques représentent en méme temps trois grandes classes
d'activités immunologiques: régulation, images internes et auto-immunité.
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Cette classification simplifie les propriétés immunochimiques et fonctionnelles des
anticorps anti-idiotypes, mais elle met en évidence la complexicité et la diversité des

anticorps anti-idiotypes.

4.2. De 1a notion d’image interne au concept d’antigéne
de substitution

Nisonoff et Lamoyi (1981) ou encore Roitt e al. (1981) ont été les premiers a
proposer I'utilisation des Ab2p en tant que vaccins potentiels. Depuis, les immunoglobulines
images internes ont été largement utilisées dans des domaines aussi variés que
I’endocrinologie, la cancérologie, I’autoimmunité, la transplantation d’organe ou le
diagnostic, applications que nous évoquerons dans le paragraphe suivant; mais au vue de
tels intéréts, Erlt et Bona (1988) ont proposé différents critéres précis pour définir les

anticorps images internes.

4.2.1. Critéres définissant les Ab2f

- critére immunochimique : la capacité¢ des Ab2f inhibant la liaison a I’antigéne par
interaction avec l'idiotype associé au paratope est utilisée pour distinguer les Ab2B des
Ab2y.

- critére fonctionnel : il est basé sur la capacité¢ des Ab2B & mimer un antigéne
donné et ainsi 3 induire la synthése d’anticorps spécifiques pour un antigéne du soi ou
étranger. Bien que les Ab2a ou les Ab2y puissent activer les clones exprimant les idiotypes
correspondants, cette activation survient de maniére différente de celle induite par les Ab2p.
Une particularité des Ab2f réside dans leur capacité a stimuler, en lieux et place de
'antigéne, des clones cellulaires dans différentes espéces (Reale ef al., 1986) : en effet, la

spécificité vis-a-vis du méme antigéne peut étre codée par différents génes Vy et V. dans
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différentes espéces. Ceci peut étre illustré par les travaux de Francotte et Urbain (1984)
dans le cas du virus de la mosaique du tabac ot un "bon" Ab2f dans une espéce donnée,
peut reconnaitre un idiotype régulateur dans une autre espéce. Ce critére peut donc avoir

des conséquences pratiques dans l'élaboration de vaccin.
nscq pratiq

- critére structural :@ Videntité structurale entre I’épitope d’un antigéne et un
segment de région variable de I’anticorps représente le critére le plus approprié pour définir
un anticorps Ab2B. L’idiotype d’un Ab2pB étant identique & P’épitope de I’antigéne, il

interagira avec le récepteur a I’antigéne du lymphocyte comme I’antigéne lui-méme.

Alors que le critére structural peut étre le meilleur paramétre pour la définition
d'Ab2f issus d’immunisation par des anticorps spécifiques d’antigénes protéiques, les
critéres immunochimiques et fonctionnels peuvent étre utilisés pour définir les Ab2f issus
d’anticorps spécifiques de polysaccharides, lipoprotéines, nucléotides, stéroides ou drogues
synthétiques; d'autant plus que ces moyens de sélection des Ab2P restent plus accessibles
que les techniques complexes et onéreuses nécessaires a la définition de la structure dans

T'espace de 'antigéne et de l'idiotype qui lui correspond.

4.2.2. Bases moléculaires et structurales de ’imagerie interne

- résidus de contact

Roitt ef al. (1985) ont défini plusieurs cas ot I’interaction entre I’anticorps anti-
idiotype et 'antigéne se concrétise par la présence de résidus de contact, encore récemment
rapportés par les travaux de Bentley er al. (1990) sur la structure tridimentionnelle du
complexe idiotype-anti-idiotype. Plus les points de contact entre I’anticorps et I’antigéne
sont nombreux, plus la liaison est forte. Ces liaisons multiples sont facilitées par la structure
en sillon du site de fixation de Panticorps. Les résidus de contact peuvent se trouver
¢éloignés les uns des autres, voire méme sur des chaines peptidiques différentes : par
exemple, si les points de contact sur un antigéne se font par I'intermédiaire de 4 résidus de

I’épitope, ces mémes résidus placés de la méme maniére sur les différentes chaines de ’Ab2
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suffisent & mimer P’antigéne. Il n’y a donc pas d’identité parfaite entre ’Ab2f et I’antigéne ,

mais bien une similitude au niveau des sites de contact.

GO ]
' Antigene (a)
-l

1

Anti-idiotype (b)

|

Les anticorps anti-idiotypes peuvent ressembler aux antigénes puisque les résidus d'acide aminés
qui sont en contact avec l'idiotype (en couleur), sont les répliques des mémes résidus dans l'antigéne.

Dans le cas de la production d’anticorps anti-idiotype contre des molécules de
petites tailles (Cleveland e al., 1983; Schreiber ef al., 1980), Roitt et al. (1985) proposent
que cette conformité au niveau des sites de contact s’effectue avec des acides aminés

dominants.

- homologie de séquence

I1 a été démontré que des Ab2p portent une homologie de séquence au niveau d'une
de ses zones hypervariables avec ’antigéne, lorsqu’il est de nature protéique (Roth et al.,
1985; Schiff et al., 1986). Bruck et al. (1986) rapporte qu’un tétrapeptide est porté par un
épitope de I’hémaglutinine de réovirus et le CDR2 de la chaine légére d’un anticorps
monoclonal anti-idiotype. De plus, une modélisation informatique a permis de conforter
I'idée qu’une homologie de séquence pouvait expliquer 'imagerie interne dans le systéme
réovirus.,

D’autre part, les analyses de séquence des génes Vy et V. de 2 anticorps

monoclonaux obtenus & partir de souris immunisées avec des immunoglobulines de lapin
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portant 'allotype la, montrent une identité entre cet allotype et les séquences pour ces 2
anticorps anti-idiotypes, localisées au niveau du segment Vy, mais cette fois en orientation
inversée (Van Cleave et al., 1988).

Cependant deux contre-exemples montrent qu’une identité conformationnelle peut
étre obtenue avec des séquences en acides aminés trés différentes. Les €tudes men€es par
Akolker er al. (1987) révélent que la séquence primaire ne détermine pas la spécificité ni la
fonction d’anticorps spécifiques de I'a(1->6)-dextran, puisque différentes séquences en
acides aminés localisées au niveau des 3 CDR ne perturbent pas la spécificité de ces
anticorps vis-a-vis de I’antigéne. D’autre part, une méme activité biologique reposant sur
une conformation protéique similaire peut étre remplie par des séquences primaires
enticrement différentes : I’étude des familles d’hémoglobulines et de myoglobines dans
diverses espéces illustre bien ce cas de figure (Dickerson, 1983). Ainsi une identité de
fonction ne nécessite pas forcément une identité de séquence. La nature ne sélectionne donc

pas selon les séquences primaires, mais plutot selon les conformations fonctionnelles.

-Identité conformationnelle

Donc, en contradiction avec ’interaction « clé-serrure » existant entre les antigénes
et leurs anticorps spécifiques, I'interaction entre les idiotypes et leurs anticorps apparait
essentiellement basée sur une mimicrie tridimentionnelle, sorte de clé-serrure dégénérée.
Ainsi Pantigéne et I’épitope anti-idiotypique, qui peuvent &tre trés différents dans leur
structure chimique primaire, sont reconnus comme similaires par le méme anticorps.

Les ¢tudes cristallographiques de Fields er al. (1995) ou de Ban er al. (1994)
démontrent que la mimicrie structurale implique des forces de van der Waals et des ponts
hydrogéne: il est donc nécessaire d’avoir des liaisons similaires plutdét qu’une réplique
topologique exacte, impossible a atteindre dans la plupart des cas. Ainsi, la mimicrie de
polysaccharides par des Ab2p, illustrée pour la premiére fois par les travaux de Rubinstein
et al.(1985), ne peut pas étre due a une homologie de séquence de I’antigeéne et de I’Ab2p,
mais plutdt au fait qu’ils portent des groupements chimiques fonctionnels qui interagissent

avec le site de liaison de I’anticorps anti-polysaccharide.
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4.3. Applications des anticorps anti-idiotypes

Rarement en science, un concept théorique voit apparaitre de rapides applications
pratiques. Ce fut pourtant le cas du concept de l'image interne, considérée en terme de copie
topologique ou empreinte positive des épitopes antigéniques. La premiére évidence
expérimentale supportant le concept d'une mimicrie possible des propriétés biologiques d'un
antigéne par des anticorps anti-idiotypes, a été avancée par Sege et Paterson (1978). Iis ont
montré que des anticorps anti-idiotypes produits a partir d'anticorps spécifiques de l'insuline
étaient capables de se lier aﬁ récepteur de l'insuline et de mimer les fonctions de cette
hormone. Dés lors, on a pu considérer les Ab2P comme de véritables antigénes de

substitution.

Le tableau ci-dessous rassemble les différents systémes expérimentaux dans lesquels la

mimicrie anti-idiotypique a été étudiée.
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Antigénes Réponses
A. Hormones Récepteurs
Insuline Récepteur a insuline (Sege, 1978)
Gonadotropine Récepteur a gonadotropine (Moyle, 1982)
Aldostérone Protéine liant I'aldostérone (Lombes, 1989)
TSH Récepteur & TSH (Braun, 1993)
Thyrotrophine Récepteur a thyrotrophine (Wang, 1994)
B. Ligands biologiquement actifs Récepteurs
Formyl peptide Récepteur chémotactique (Marasco, 1982)
Laminine Récepteur B a laminine (Lassoued, 1991)
Facteur H Récepteur a globuline-B1H (Lambris, 1982)
Bradykinine Récepteur a Kinine (Hasserman, 1991)
B -Glycane Récepteur & B—Glycane de monocytes (Czop, 1990)
Albumine Récepteur a albumine de cellules endothéliales (Dobrila, 1992)
Albumine polymérique Récepteur 4 albumine polymérique humaine du virus
de I'hépatite B (Colucci, 1987)
TNFa Récepteur a TNF(Galloway, 1992)
C. Drogues d'origine organique Récepteurs
BisQ Récepteur a acétyicholine (Cleveland, 1983)
Alprénolol Récepteur B-adrénergique (Schreiber, 1980)
Morphine Récepteur a opiacés (Glasel, 1985)
Adénosine Récepteur a adénosine (Ku, 1987)
Cyclosporine Cyclophyline (Cacalano, 1987)
D. Protéines diverses Spécificité de la réponse
HLA-DR Antigénes HLA (Perosa, 1989)
IgE Dégranulation de basophiles (Baniyash, 1987)
IgE Facteur liant I'IgE (Sarafati, 1981)
Protéine de transport de la Liaison a la pré-albumine (Sege, 1978)
vitamine A
Collagéne de type 11 Epitope arthritogénique (Nordling, 1991)
Facteur rheumatoide Protéine du HSV de type I liant le Fey (Tsuchiya, 1990)
Fragment Fc Récepteur RF de cellules B (Fong, 1984)
Taxol Tubuline-microtubule (Leu,1994)
E. Toxines Type de réponse
Toxine diphthérique Protection de cellules Vero contre un effet cytotoxique (Rolf, 1989)

Toxine Killer de Pichia anomala
Ricine

Protection in vivo contre Candida albicans (Polonelli, 1996)
Protection in vivo (Chanh, 1995)

F. Bactéries Type de réponse

C. levanicum Anticorps anti-B2-6 fructosane (Rubinstein, 1985)

E. coli Anticorps protecteurs anti-polysaccharide capsulaire (Stein, 1984)

S. pneumonia Immunité protectrice (McNamara, 1985)

S. pyogenes Anticorps protecteurs anti-carbohydrate du groupe A (Monafo, 1987)

L. pneumonia
P. aeruginosa
Lipide A
Phosphocholine

Anticorps non-neutralisants anti-cytolisine (Spitsin, 1991)
Anticorps protecteurs anti-antigéne capsulaire (Schreiber, 1994)
Anticorps protecteurs (Su, 1992)

Anticorps anti-phosphocholine (McNamara, 1985)
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Antigénes Réponses
G. Virus Type de réponse
Réovirus de type 3 Anticorps neutralisants (Gaulton, 1986)
Hépatite B Anticorps protecteurs chez le chimpanzé (Kennedy, 1986)
HIV Anticorps neutralisants anti-gp120 (Zaghouani, 1991)

Anticorps non neutralisants anti-p24 (Hohmann, 1993)

Poliovirus de type I Anticorps neutralisants (Uytdehaag, 1985)
Herpes simplex type 11 Augmentation de la pathogénicité chez la souris (Kennedy, 1984)
Virus de la rage Anticorps neutralisants (Regan, 1983)
Virus Sendai Immunité protectrice (Ertl, 1984)
Virus Influenza Anticorps neutralisants anti-hémagglutinine (Anders, 1989)
SV40 Anticorps suppresseurs anti-antigéne T du SV40 (Kennedy, 1985)
Corona virus Anticorps anti-épitope AS9-MHYV (Lamarre, 1991)

Virus de Ia langue bleue
FMDV

Virus coxsackie B4

Virus de 1a mosaique du tabac

H. Parasites

Anticorps neutralisants (Grieder, 1990)
Anticorps non neutralisants (Baxt, 1989)
Anticorps non neutralisants (McClintock, 1986)
? (Francotte, 1984)

Type de réponse

Schistosoma mansoni

Anticorps cytotoxiques et protecteurs anti-glycoprotéine
de 38kDa (Grzych, 1989)
Anticorps anti-glycoprotéine de 68kDa (Kresina, 1989)

Trypanosomes Immunité protectrice anti-VAT (Sachs, 1984)

Trichothécéne Anticorps protecteurs anti-mycotoxine T2 (Chanh, 1990)

L Antigénes du soi Maladies associées

La. Auto-antigénes

S-antigéne Uvéorétinisme (De Kojak, 1990)

Convertase C3/C5 Prolifération de la membrane glomérulonéphritique (Sptizer, 1992)
Facteur VIII Hémophilie A (Lubhan, 1990)

Cbh4 Séropositivité HIV-1 associée 4 une thrombocytopénie (Karpatkin, 1992)

Lb. Antigénes associés aux tumeunrs

GD2

Antigéne de mélanome de haut PM

ep37

Antigéne de carcinome du colon

Mélanome (Salek, 1993)

Mélanome (Chen, 1993)

Leucémie des cellules T humaines (Buattacharya-Chatterjee, 1988)
Cancer du colon (Herlyn, 1987)

Antigéne de tumeur mammaire humaine Tumeur du sein (Smorodinsky, 1988)

gp52 de la tumeur mammaire murine

Antigéne tumoral SV40
Tumeur L1210

Cancer du sein (Raychandhuri, 1987)
Tumeur chez la souris (Shearer, 1990)
Leucémie murine (Saeki, 1983)

79



Introduction - Anticorps anti-idiotypes

4.3.1 Domaines divers d'applications

La démonstration de la capacité des Ab2B & mimer des fonctions de !l'insuline a
suggéré que les Ab2p pouvaient mimer des ligands biologiquement actifs. Ainsi Wang ef al.
(1994) ont montré qu'un anticorps anti-idiotype spécifique de I'anticorps anti-hormone de
croissance porcine €tait capable de stimuler la croissance d'animaux hypophysectomisés
déficients en hormone somatotrope. La partie A du tableau illustre les hormones mimées par
des immunoglobulines images internes. 11 a ainsi été rapporté que les Ab2f préparés a partir
d'anticorps anti-hormone pouvaient mimer complétement, ou du moins partiellement, les
événements intracellulaires biochimiques et/ou moléculaires induits suite a la liaison des
hormones a leur récepteur cellulaire correspondant. Ainsi ces anticorps Ab2P peuvent
également mimer la liaison 4 des récepteurs d'autres ligands biologiquement actifs, tels que
ceux cités en partic B du tableau: ces exemples montrent la possibilité d'obtenir des
immunoglobulines images internes par un ligand spécifique d'un récepteur en absence du
récepteur lni-méme.

Des drogues d'origine organique (partic C), diverses protéines ou du moins leurs
déterminants antigéniques (partie D) peuvent aussi étre mimées par des Ab2f3.

Une application particuliérement intéressante concerne les anticorps anti-idiotypes
mimant l'activité anti-microbienne de toxine "killer", comme celle de Pichia anomala. La
propriété anti-microbienne de ces immunoglobulines, aussi efficaces que des antibiotiques in
vitro et in vivo par vaccination idiotypique chez la souris, leur a valu la dénomination
"d'antibiobodies" par Polonelli ef al. (1991 et 1993). Des anticorps de type sécrétoire ont
méme été induits par vaccination idiotypique intravaginale chez le rat, leur conférant une
protection vis-a-vis d'une infection par Candida albicans (Polonelli et al., 1994). Enfin, la
relevance de I'existence d'un tel réseaun idiotypique au niveau local dans ce systéme a été

confirmée chez I'homme par Polonelli et al. (1996).
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4.3.2. Image interne d'épitopes bactériens et viraux

Différents systémes expérimentaux ont montré la possibilité d'induire chez I'animal
une immunité anti-bactérienne ou anti-virale, a l'aide d'anticorps anti-idiotype (parties F et G
du tableau I).

Les antigénes bactériens mimés peuvent étre aussi bien de nature protéique que
polysaccharidique. Les travaux de Stemn er al. (1984) ont montré chez la souris que
I'injection néonatale d'anticorps anti-idiotypiques spécifiques sensibilise animal vis-a-vis
d'Escherichia coli de type K13. Ce traitement conduit & une production intense et précoce
d'anticorps anti-E. coli, phénoméne qui pallie 3 la faible immunogénicité des sucres chez de
jeunes animaux. Ainsi Rubinstein e al. (1985) sont a lorigine de l'une des premiéres
démonstrations directes de la mimicrie d'un antigéne polysaccharidique par des Ab2p.

D'autres auteurs ont utilisé les anticorps anti-idiotypes pour stimuler une réponse
humorale et cellulaire vis-3-vis d'antigéne viraux. Kennedy et al. (1983) démontrent que
I'injection d'anti-idiotype induit une réponse anticorps spécifiques des antigénes de surface
du virus de I'hépatite B et qu'un idiotype cibl€ était partagé par tous les anticorps anti-
hépatite B produits dans différentes espéces (Kennedy et Dressman, 1984). Une immunité
protectrice peut étre induite chez le chimpanzé par vaccination anti-idiotypique (Kennedy
et al., 1986; Thanalava et Roitt, 1986), ce qui pourrait avoir une application future chez
I'homme dans la protection des nouveaux-nés et des sujets immunodéprimés. De méme,
l'immunisation par des anticorps anti-idiotypes peut induire des anticorps dirigés contre des
protéines de I'enveloppe dHIV-1 (Zaghouani et al., 1991), anticorps capables de neutraliser
le virus chez le singe (Kang et al., 1992).

4.3.3. Images internes d'épitopes parasitaires

Les vaccins anti-idiotypiques contre les parasites présentent I'avantage de pouvoir
étre produit en masse & moindre cofit, contrairement aux vaccins basés sur un antigéne qui

nécessite une étape d'extraction & partir d'un stade donné du parasite. Sacks et al. (1982)
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ont réussi les premiers & protéger des souris infectées par Trypanosoma rhodensiense a
l'aide d'anticorps anti-idiotypes.

Des travaux similaires effectués pour le parasite S. mansoni, utilisant des anticorps
anti-idiotypes de lapin (Kresina et Olds, 1989) et de rat (Grzych et al., 1985; Velge-Roussel
et al., 1989) ont démontré la réalité du concept d'image interne. Cette derniére étude
réalisée chez le rat, utilise un anticorps monoclonal Abl murin d'isotype IgE pour stimuler
des anticorps polyclonaux Ab2, qui induisent & leur tour des Ab3 a la fois d'isotype IgE et
I1gG, cytotoxiques vis-a-vis du schistosomule en présence d'éosinophiles, macrophages ou
plaquettes. Ces résultats, situés dans le contexte des réactions en cascade du réseau
idiotypique, permettent alors d'établir une stratégie vaccinale incluant une mémoire
immunitaire & long terme. L'approche concernant tout particulicrement la mimicrie de la
glycoprotéine de 38 kDa de S. mansoni sera largement développée dans un chapitre
ultérieur.

D'autre part, Powell et Colley (1985) soulignent la fréquence des réponses anti-
idiotypes durant linfection & S. mansoni et sont les premiers a proposer leur role
immunorégulateur dans la réponse granulomateuse et dans le maintien d'une infection
chronique. Il a été d'ailleurs récemment rapporté (Nyindo ef al., 1995) qu'une vaccination
par des anticorps anti-idiotypes polyclonaux, préparés a partir d'Ab1 spécifiques d'antigéne
de cercaires irradiées, pouvait moduler la pathologie chez des babouins infectés par S.

mansoni.

4.3.4. Thérapie du cancer

En dépit du fait que l'organisme sait, dans le cas le plus général, reconnaitre les
cellules tumorales comme étrangéres, et monter contre elles une réponse adaptée, des
cellules tumorales échappent & la surveillance immunitaire: les clones lymphocytaires
spécifiques des antigénes de ces tumeurs restent silencieux, dans un état de suppression
(North et al., 1982). A cdté de procédures visant a exprimer leurs potentialités, les

anticorps anti-idiotypes portant l'image interne d'antigéne tumoral sont des candidats
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intéressants pour tenter de mettre au point une nouvelle stratégie anti-tumorale, en court-
circuitant cette suppression et en stimulant 'immunité. Herlyn et al. (1986) ont administré a
des patients porteurs d'un cancer du colon des anticorps anti-idiotypes préparés contre des
anticorps spécifiques d'antigéne tumoraux produits par des cellules cancéreuses: dans
certains cas, une résorption partielle de la masse tumorale a été observée, accompagnée
méme parfois d'une amélioration de I'état des patients. Ainsi l'injection 'Ab2f8 mimant des
antigénes tumoraux peut induire une réponse Ab3 anti-anti-idiotype protectrice et
tumoricide, mais également une prolifération de lymphocytes T anti-anti-idiotype de type
helper et suppresseur, comme de lymphocytes cytotoxiques. Bien que l'exploitation des
anticorps anti-idiotypes comme outils immunothérapeutiques en cancérologie passe par la
nécessité d'identifier de nouvelles cibles antigéniques sur les cellules tumorales, l'activité
immunorégulatrice des Ab2 a été démontrée dans différents modéles a la fois chez I'animal
et chez 'homme (partie Ia du tableau). Quant a l'efficacité de l'effet inhibiteur des anti-
idiotypes sur la croissance tumorale (Herlyn et al., 1996), des études précliniques et

cliniques de phase 1 sont en cours.

4.3.5. Maladies auto-immunes

La tolérance 4 l'encontre des composants du soi n'est pas due & une absence de
réponse mais correspond A une suppression active de clones cellulaires autoréactifs (Cohen
et Wekerle, 1973; Feldman ez al., 1985). Rompue, elle conduit aux phénomeénes d'auto-
immunité ou de rejets de greffes.

Comme nous avons pu l'évoquer précédemment, les interactions idiotypiques sont
impliquées dans I'établissement d'un répertoire de cellules B effectrices. La théorie de Jerne
était donc logiquement en accord avec la génération d'anticorps auto-anti-idiotypes, mise en
évidence pour la premiére fois par Rodkey (1974), tout comme avec l'idée d'une régulation
idiotypique au sein de certaines maladies autoimmunes. Les anticorps anti-idiotypes
pourraient donc jouer un role significatif en thérapeutique dans ce domaine.

Ainsi 'étude de la fluctuation du taux d'anticorps anti-idiotypes dans des maladies

auto-immunes comme le lupus érythémateux diffus ou la myasthénie (Dwyer et al., 1986)
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suggeére que la présence d'anticorps anti-idiotypes pourrait avoir un effet bénéfique sur
I'évolution de la maladie. De fait, dans des modéles animaux expérimentaux, il a été
démontré que des anticorps anti-idiotypes pouvaient contribuer a l'inactivation, voire a la
suppression de clones lymphocytaires producteurs des auto-anti-idiotypes associés a la
maladie (De Baets et al., 1987; De Kozak et Mirshahi, 1990). Mais 1a également, le
repérage des antigénes responsables de l'auto-immunité, dont peu d'exemples d'Ab2B
existent (partie Ib du tableau), est un préalable important aux tentatives de ce type de

traitement chez 'homme.

4.3.6. Applications des anticorps anti-idiotypes au diagnostic

L'étroite identité Liant I'image interne et I'épitope antigénique correspondant a aussi
été exploitée dans le domaine du diagnostic : ainsi des anticorps anti-idiotypes ont pu étre
utilisés dans le dosage d'un épitope de plasmodium dans les glandes salivaires du moustique
par compétition avec l'antigéne (Potocnjak et al., 1982), ou encore comme immunoréactifs

alternatifs dans le sérodiagnostic de la cysticercose bovine (Hayunga et al., 1992).

4.4. Limites des applicatibns thérapeutiques des anticorps
anti-idiotypes

L'utilisation des anticorps anti-idiotypes présente de nombreux avantages. Utilisés
comme antigéne de substitution, ils représentent une alternative prometteuse de matériel
vaccinal pour des antigénes dont la synthése par clonage moléculaire n'est pas adaptée, ou
encore pour des antigénes non disponibles en taux suffisant comme dans le cas des
parasitoses 2 Leishmanie ou aux filaires. Ils peuvent également biaiser le probléme des
conditions d'utilisation thérapeutique que pose certains antigénes tels que la toxine "killer"
(dont les paramétres optimaux d'activité sont une température de 25°C et un pH de 4,6).

D'autre part, ils permettent de contre-carrer le délai ontogénique, dii & la maturation tardive
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des sous-populations de lymphocytes B Lyb5, dans la réponse aux polysaccharides pendant
la période néonatale. Ainsi les anticorps anti-idiotypes peuvent méme induire une immunité

chez la souris Xid, modéle déficient en cellules B1(Stein et Soderstrom, 1984).

Malgré ces différents avantages, les applications des anticorps anti-idiotypes en
thérapeutique ou en prophylaxie humaine restent limitées. Ainsi, la production d'anticorps
monoclonaux anti-idiotypes humains pose des problémes techniques. En effet de par leur
origine xénogénique, l'utilisation d'anticorps murins induit une forte réponse immunitaire
chez 'homme qui neutralise leur activité et diminue leur demi-vie par une clearance rapide
pouvant méme étre une source de réactions pathologiques diverses allant jusqu'a des chocs
graves. Or, par les techniques du génie génétique, on peut désormais envisager la
fabrication d'anticorps monoclonaux hybrides d'origine humaine, dont seule la partie
porteuse des images internes proviendrait d'un anticorps monoclonal de souris: de telles
molécules chimériques ont déja été réalisées en particulier par Morrison ef al.(1984).

D'autre part, la fréquence des anticorps anti-idiotypes porteurs d'image interne est
trés basse, de l'ordre de 100 fois plus faible que celle de la totalit¢ des anticorps qui
reconnaissent l'antigéne.

De plus, ce modéle d'immunisation anti-idiotype suppose une définition des doses,
d'un choix d'adjuvant non toxique ou de molécule porteuse, ou encore de la posologie de
'administration des anticops anti-idiotypes permettant l'installation d'une immunité efficace
et prolongée. A ces différents points, s'ajoute dans le cas d'un traitement anti-tumoral, la
prise en considération de la nature de la tumeur et de son état de progression.

Comparativement aux vaccins classiques tués ou vivants atténués, les vaccinations
anti-idiotypiques chez l'animal n'ont pas démontré l'induction d'une réponse anticorps
supéricure quantitativement (en terme de titre), ou qualitativement (en terme d'affinité);
dailleurs, les travaux récents de Goldbaum ez al. (1997) ont montré une plus grande affinité
des Ab3 pour les anticorps anti-idiotypes que pour 'antigéne d'origine.

Enfin, alors que les vaccins classiques induisent des anticorps IgG comme classe

prédominante, des anticorps d'isotype IgM prédominent dans la réponse humorale suivant
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des vaccins idiotypiques. De méme, en général, ils n'induisent pas efficacement de mémoire
immunitaire forte et durable, prérequis essentiel a tout bon vaccin.

Ces différents éléments expliquent l'insuccés des vaccins idiotypiques & pénétrer le
champ de la vaccinologie humaine, malgré leur efficacité prouvée lors d'essais précliniques.
Mais désormais les anticorps anti-idiotypes trouvent un potentiel thérapeutique certain que
ce soit en cancérologie ou dans les maladies autoimmunes. De plus, ils représentent des
outils immunitaires précieux dans lidentification et lisolement de récepteurs cellulaires

spécifiques.
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S. Ingénierie des anticorps

Le site de liaison d'une molécule d'anticorps est formée par l'association des régions
variables des chaines légéres et des chaines lourdes. On peut créer différents fragments
reproduisant la liaison & l'antigéne. En effet, la construction d'un Fab peut ressembler
étroitement a la structure native du site de liaison, en conservant les régions constantes
adjacentes des chaines lourdes et légéres. Les domaines variables peuvent également étre

exprimés et associés pour former un fragment Fv.

5.1. Construction d'un sFv ou "single-chain antibody fragment
variable"

Les progrés réalisés en biologie moléculaire ont permis la construction de molécules
recombinantes basées sur la structure méme des molécules d'anticorps ou les résidus
"charpente" maintiennent les régions hypervariables en place: elles consistent a lier une
simple chaine 1égére & une simple chaine lourde de telle maniére & former un site de liaison &

l'antigéne.

Différentes structures d'anticorps conservent [l'activité de liaison a ['antigéne. Abréviations: Ig,
Immunoglobulines; Fab, fragment de liaison de l'anticorps; Fv, fragment de la région variable; sFv,
fragment simple chaine de la région variable; Vy, région variable de la chaine lourde; V; région variable
de la chaine légére, Cy, région constante de la chaine lourde, C; région constante de la chaine légére.
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Les régions variables d'anticorps simple chaine sont générées par liaison des génes codant
pour une région variable de chaine légére (V1) et pour une région variable de chaine lourde
(Vu), au moyen d'ADN codant pour une séquence "linker" d'approximativement 15 acides
aminés tels que (Gly,Ser); (Bird et al., 1988; Huston et al., 1988).

S.2. Avantages et applications thérapeutiques des sFv

Les molécules sFv présentent de nombreux avantages comparativement aux
anticorps entiers. Plus petits en taille (25 kDa) qu'une immunoglobuline entiére (par
exemple une IgG a un PM de 150 kDa), ils sont donc moins immunogéniques et ils
conservent cependant leur spécificité de liaison & l'antigéne. Dans les modéles tumoraux
chez la souris, ils montrent une pénétration plus efficace aux niveaux des sites de tumeurs
comparativement aux anticorps monoclonaux intacts ou aux fragments Fab, avec un taux de
clearance rapide, ce qui leur permet une meilleure accessibilité in vivo (Colcher et al., 1990;
Yokota ef al., 1992). Les sFv recombinants sont également plus adaptables qu'un anticorps
monoclonal natif: une fois que les génes codant pour les domaines V, et Vy sont codés, ils
peuvent étre facilement manipulés pour obtenir des ligands "faits sur mesure" capables de
déclencher ou de bloquer une activité biologique. Par exemple, il est possible de construire
de petites molécules simple chaine bispécifiques (Traunecker et al., 1991; Hayden ef al.,
1994), qui peuvent étre fusionnées a un domaine enzymatique (alors appelées abzymes); ou
encore & une toxine (immunotoxines) telles que 'exotoxine 40 de Pseudomonas (PE40), qui
tuent directement les cellules tumorales (Kreitman et al., 1990; Brinkmann et al., 1991).

De plus, on peut rendre ces sFv "immunosilencieux" par greffe de CDR ou encore
par d'autres techniques, qui permettent de réduire l'antigénicité des protéines (Jones et al.,
1986; Riechmann et al., 1988; Roguska et al., 1994).

Ces fragments sFv offrent ¢galement des applications en thérapie génique parce
qu'ils sont exprimés a partir d'un seul transcrit. En effet, ils peuvent étre exprimés a
I'intérieur des cellules afin de réduire l'expression protéique dans des cellules de mammiféres

(Werge et al., 1994). Une application particuliérement intéressante de ce concept est d'une
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part la réduction de l'infectivité des particules HIV-1 suite a 'expression intracellulaire d'un
sFv se liant & une protéine de l'enveloppe du virus (Marasco et al., 1993); et d'autre part
I'inhibition de sa réplication suite & la liaison d'un sFv intracellulaire a la protéine régulatrice
Rev du virus (Duan et al., 1994). De la méme maniére, 'expression cytosolique d'un sFv
dirigé contre une protéine membranaire du virus infectieux pour la plante Icoshedral
tombus, réduit l'infection et retarde les premiéres attaques de la maladie (Tavladoraki et al.,
1993).

D'autre part, ils peuvent étre de puissants inducteurs de la signalisation intracellulaire
(Hayden et al., 1994). Des événements tels que lactivation intracellulaire de tyrosine
kinases et la mobilisation du calcium sont induits par la liaison au CD3 qui ne nécessite pas
I'interaction au récepteur Fc. Leur tendance & former des multiméres (Kortt, 1994) peut
augmenter leur immunogénicité, d'autant plus que la mobilisation calcique est alors plus
forte et que le CD3 des cellules T est modulé rapidement avec une cinétique d'action
similaire a celle d'un anticorps entier. Ces réponses rapides peuvent étre plus efficaces que la

signalisation des cellules T initiée par l'interaction du complexe peptide-CMH au TCR.

5.3. Cas particulier de la mimicrie d'épitopes
carbohydrates.

L'utilisation de molécules recombinantes telles que les sFv a été€ étendue au
développement d'images protéiques d'épitopes carbohydrates relevants. En effet la faisabilité
de cette approche a été montrée dans un premier temps par les études utilisant les anticorps
anti-idiotypes mimant les polysaccharides de 3 pathogénes bactériens comme de véritables
vaccins de substitution (McNamara ef al., 1984; Stein et al., 1984; Westerinck ef al., 1988).

Cette stratégie alternative permet de biaiser d'une part les difficultés de synthése des
carbohydrates par les techniques de synthése chimique, et d'autre part la faible
immunogénicité, par exemple des antigénes capsulaires, attribuée a leur nature méme de
carbohydrate, et d'obtenir ainsi une réponse anticorps effective et mémoire spécifique de ces

antigénes carbohydrates.
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Différents exemples illustrent l'efficacité d'utilisation de tels sFv. Par immunisation,
ces peptides recombinants peuvent induire une protection contre une infection a dose Ktale
de Neisseria meningitidis du groupe C (Westerinck et al., 1995), neutraliser l'activité¢ de
différentes souches de virus d'mmunodéficience humaine (Agadjanyan et al., 1997), ou
encore induire une réponse immunitaire anti-carbohydrate dirigée contre des cellules
tumorales du sein et médier leur destruction par un mécanisme dépendant du complément
(Kieber-Emmons et al., 1997). Enfin, les récents travaux de Magliani et al. (1998) ont
démontré qu'un sFv issu d'anticorps anti-idiotype mimant la conformation d'un antigéne
capsulaire de streptocoque du groupe B, était capable d'entrainer non seulement une
réponse anticorps mais surtout une mémoire immunitaire. De plus, dans cette méme étude,
I'immunisation maternelle avec de tels peptides recombinants protége les souriceaux contre

une infection.
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6. Image interne de la gp38
de Schistosoma mansoni

Nous avons décrit dans un chapitre précédent la production d'un anticorps
monoclonal IgG2a de rat spécifique de S. mansoni. Cytotoxique vis-a-vis des
schistosomules en présence d'éosinophiles, il permettait une protection par transfert passif
chez le rat (Grzych et al., 1982). Cet anticorps, appelé IPLSml, a permis de définir un
antigéne cible a la surface du schistosomule, une glycoprotéine de 38 kDa (gp 38) (Dissous,
1982), fortement immunogénique au cours de l'infection par schistosome dans différentes
espéces animales ainsi que chez 'homme (Dissous ef al., 1984). Bien que théoriquement
cette molécule représente un excellent candidat vaccin contre la schistosomiase, la nature
glycanique de I'épitope reconnu par ITPLSm] a limit€ son utilisation par les techniques
courantes de biologie moléculaire.

De plus, il a été démontré que cette glycoprotéine de 38 kDa était capable d'induire
la production d'anticorps bloquants IgG2¢ qui inhibaient les propriétés fonctionnelles de
TgG2a a la fois in vitro et in vivo. Cet aspect limitait donc considérablement son intérét
dans l'établissement possible d'une immunité.

Ces résultats ont donc conduit Grzych ef al. (1985) & choisir, sur la base de la
théorie du réseau idiotypique de Jerne, la stratégie alternative des anticorps anti-
idiotypiques permettant de construire & partir d'un épitope glycanique son image interne

protéique.

-Production d'anticorps anti-idiotype mimant l'épitope glycanique de la gp38
La production des anticorps anti-idiotypes contre I'anticorps monoclonal IPLSm1 a

été envisagée dans un systéme d'hybridation homologue (rat x rat).
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Parmi les différents anticorps monoclonaux Ab2 sélectionnés sur leur capacité a inhiber la
fixation de I'anticorps IPLSm1 4 son antigéne cible, I'un d'eux d'isotype IgM (JM8-36) a fait

l'objet d'études plus approfondies.

-Propriétés de I'Ab28 JM8-36

Injecté chez le rat, il induit la production d'anticorps Ab3 spécifiques du
schistosome, et plus particuliérement spécifiques de la surface du schistosomule, capables
d'inhiber la fixation de I'TPLSml1 (Abl) a son antigéne cible. De plus, ces Ab3 sont
cytotoxiques pour le schistosomule en présence d'éosinophiles et, transférés passivement, ils
induisent une protection comparable a celle obtenue avec les Abl.

Enfin, les animaux immunisés par l'anticorps anti-idiotype JM8-36 sont protégés
significativement (50 a 75%) vis-a-vis d'une infection cercarienne d'épreuve. Ces différents
éléments confirment donc que lanticorps monoclonal anti-idiotype JM8-36 porte bien
I'image interne de 'épitope glycanique défini par I'anticorps IPLSm1 sur la glycoprotéine de
38 kDa.
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Chez 'Homme et dans les modéles expérimentaux, une relation liant la réponse IgA
et l'expression d'une immunité a la schistosomiase a été clairement établie. D'autre part, des
travaux réalisés dans le modéle murin relatent que cette réponse IgA augmente trés
fortement aprés oviposition, et qu'elle s'avére trés réduite en absence d'ceufs chez des
animaux soumis a une infection monosexuée. Dans ce contexte, la premiére partie de nos
travaux démontrera la potentialité des antigénes d'oeufs (stade trés riche en carbohydrates),
a induire une réponse IgA au niveau pulmonaire chez le rat, nous permettant ainsi de

caractériser les composantes cellulaires impliquées dans ce modele.

L’importance des glycoconjugués de schistosome dans la réponse immune de I’hote

vis-a-vis du parasite, nous a incités a analyser les propriétés immunorégulatrices de ces
antigénes.
L'anticorps monoclonal IPLSm1 est un anticorps cytotoxique vis a vis du schistosomule in
vitro, et protecteur in vivo par transfert passif. Il a permis de caractériser un antigéne cible
de surface, la glycoprotéine de 38 kDa, qui apparait étre un immunogéne majeur dans
différents systémes d'infection expérimentale et humaine. L'implication de cet antigéne
dans la protection du rat contre linfection par S. mansoni a été démontrée de deux
maniéres différentes : tout d'abord par limmunisation de Il'anticorps monoclonal
correspondant a l'anti-idiotype de I'épitope glycanique, puis par l'immunisation active et
passive de la KLH, molécule portant ce méme épitope glycanique d'intérét. Ces
démonstrations nous ont permis de définir différentes stratégies d'approche pour accéder a
I'étude de I'épitope carbohydrate protecteur. Puis dans un second temps, nous apporterons
différentes caractéristiques d'ordre biochimique et immunologique sur I'épitope glycanique
commun "actif": soit & partir d'un fractionnement de la KLH, soit par défaut, en
déglycosylant cette molécule.

Enfin, dans la seconde partic de nos travaux, nous décrirons d'une part la
construction d'un fragment anticorps anti-idiotype, image interne de I'épitope glycanique
de 1a glycoprotéine de 38 kDa, et d'autre part son expression dans différents systémes
bactériens, mammiféres ou en cellules d'insectes, ainsi que la réponse induite par chaque

protéine recombinante respectivement obtenue, dans leurs limites d'application in vivo.
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Partie I :

Approche des propriétés immunomodulatrices
des antigenes d’eeufs et
de la glycoprotéine de 38 kDa
dans 'immunité spécifique du parasite S. mansoni
chez le rat



Résultats - Partie I

1. Induction d’une réponse IgA chez le rat par
les antigénes d’ceufs de schistosome.

Dans la perspective de développer une stratégie vaccinale muqueuse, il apparait
indispensable de mieux connaitre les mécanismes d’induction d’une réponse IgA. Ces
anticorps sont impliqués par excellence dans la protection des surfaces muqueuses. Chez le
rat, leur étude reste limitée en raison du développement trés récent d’outils biologiques
spécifiques, mais surtout de par la physiologie particuli¢re de ce modele. Lors d’une simple
infection par S. mansoni, il existe chez le rat un transport actif des IgA du sang vers la bile,
véritable « pompe a IgA », qui enfreint la détection d’une réponse au niveau pulmonaire.
Cet animal présente la particularit¢ suppléméntaire d’étre un hote semi-permissif, dans
lequel les vers qui n’atteignent pas leur maturité, ne pondent pas d’ceufs. Or, comme nous
avons pu I’évoquer précédemment, ’ceuf est un stade particuliérement immunogéne, qui
s’est révélé avoir un role fondamental dans I’apparition de la réponse IgA, particuliérement
dans le modéle murin. C’est dans ce contexte que nous avons envisagé I’injection intra-
veineuse d’ceufs de schistosome chez le rat et analysé la réponse cellulaire associée, au
niveau moléculaire (production d’ARNm de cytokines évaluée par RT-PCR semi-
quantitative) et protéique (production de cytokines dans un systéme de restimulation in

vitro).
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1.1. Etude de la réponse humorale sérique et muqueuse

Afin d’évaluer la réponse humorale spécifique du SEA (Soluble Eggs Antigen), les
sérums et les lavages broncho-alvéolaires (LBA) des rats injectés avec des ceufs de S.
mansoni ont été testés par la méthode ELISA. L’analyse de la réponse anticorps au niveau
sérique des rats injectés montre une augmentation progressive des anticorps IgM
spécifiques du SEA, 2 partir du troisiéme jour aprés I'injection d’ceufs et un maximum au §°

jour. Aucune réponse IgA spécifique n’a été détectée dans ces sérums a cette période.
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Réponse sérique chez des rats FISHER injectés par des ceufs de S. mansoni

Ces valeurs moyennes de densité optique sont obtenues a partir des sérums (dilués au 1/1000e pour les IgM
et au 1/50e pour les IgA) de 2 rats par point de cinétique, testés en ELISA pour leur spécificité vis-a-vis du
SEA.

Ces résuitats sont représentatifs de 2 cinétiques réalisées apres l'injection de 5000 oeufs vivants en 1V, a j0,
chez le rat FISHER.

Le profil de la réponse anticorps au niveau pulmonaire est trés différent. En effet,
des anticorps IgA spécifiques sont détectés dés le 6° jour aprés P'injection, avec un pic
d’expression au 8° jour d’autant plus visible lorsque I’on représente le rapport entre les IgA
spécifiques et les IgA totales (figure A). La caractérisation des isotypes IgG spécifiques
(figure B) révélent I’absence d’anticorps IgG,, et IgGy. sur la période représentée ainsi
qu'une amorce de production d’IgG;, qui débute 20 jours aprés I’injection d’ceufs. Une
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production d’anticorps IgM spécifiques est observée (figure C) : avec un maximum au 8°

jour. Elle reste intense et stable pour la cinétique considérée.
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Réponse isotypique spécifique du SEA au niveau des LBA
de rats FISHER injectés par des ceufs en IV

(A) Rapport entre les IgA spécifiques du SEA et les IgA totales au niveau des LBA
(B) Analyse du profil des différentes IgG pulmonaires spécifiques du SEA
(C) Analyse des anticorps IgA et IgM pulmonaires spécifigues du SEA

Ces valeurs moyennes de densité optique sont obtenues & partir des LBA (dilués au 1/5¢ ou au 1/10e) de 2
rats par point de cinétique, testés en ELISA pour leur spécificité vis-a-vis du SEA.

Ces résultats sont représentatifs de 2 cinétiques réalisées apreés l'injection de 5000 oeufs vivants en IV, a jO,
chez le rat FISHER.
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Toutefois sur une cinétique prolongée, une seconde injection d'ceufs 3 semaines
aprés la premicre (soit a j21), induit une réponse IgA stable au niveau pulmonaire,
puisqu’elle est encore observée a j42. En ce qui concerne les autres isotypes, la réponse
IgG1, initiée 20 jours aprés la premiére injection, est toujours observée a j42. Une réponse
intense de Pisotype IgG2c est alors détectée, d’autant plus intéressante qu’elle s’avére

spécifique a Ia fois du SEA et de la KLH.
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Réponse pulmonaire spécifique du SEA et de la KLH

42 jours aprés une injection d’ceufs en IV chez la rat
Ces valeurs moyennes de densité optique sont obtenues a partir des LBA (dilués au 1/5¢ ou au 1/10e) de 4
rats par point de cinétique, testés en ELISA pour leur spécificité vis-a-vis du SEA et de la KLH.

Ces résultats sont représentatifs de 2 cinétiques réalisées apres l'injection de 5000 oeufs vivants en IV, a j0,
chez le rat FISHER.

1.2, Etude de la réponse cellulaire
1.2.1. Analyse du profil de cytokines in vivo

Nous disposions dés lors d’un modéle nous permettant d’étudier la cascade des
cytokines associées & I’établissement d’une réponse IgA chez le rat. Nous avons donc

analysé (par la technique de RT-PCR semi-quantitative), la production des cytokines IL-4,
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IL-5, IL-6, IL-10, IFN-y et TGF-B, a partir de ’ARNm extrait des rates, des poumons et
des ganglions périaortiques de ces animaux. Aprés différentes expériences, nous avons
déterminé pour chaque paire d’oligonucléotides spécifiques, le nombre de cycles
d’amplification nécessaires pour atteindre des signaux d’hybridation spécifique optimaux :
soit 25 cycles pour la B-actine, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y et 30 cycles pour I'TL-6 et le
TGF-p.
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Expression d’ARNm d’IL-5 et d’IL-10 au niveau de la rate, des poumons et
des ganglions périaortiques de rats immunisés par des ceufs en IV

Quantification de l'expression de I’ARNm de I'IL-5 et de I'IL-10 au niveau de tissus isolés de 2 rats
immunisés par des ceufs en IV et d’un rat contréle injecté par du PBS, pour chaque point de cynétique. Le
taux de ces cytokines est évalué par RT-PCR (cf §2.1.3 du Matériel et Méthodes). Ces résultats, spécifiques
d’une expérience représentative de 2 études cinétiques, sont présentés en augmentation par rapport au
contréle : une augmentation supérieure a 2 fois le contréle est consideérée significative.

Les rates des rats injectés révélent une expression ponctuelle mais significative de
PARNm codant pour 'IL-5 dés 18 h (0.75 jour) (figure A). Une expression plus faible,
transitoire au 8° jour, est détectée 4 la méme période dans les poumons pour la méme

cytokine. Aucun ARNm spécifique pour I'IL-5 n’a été détecté dans les ganglions
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périaortiques.

Concernant ’expression du géne de 'IL-10 (figure B), une augmentation significative est
rapportée au niveau splénique dés le 2° jour. Mais, alors qu’aucun ARNm codant pour I'TL-
10 n’a été observé dans les poumons, une production tardive ést détectée au niveau des

ganglions périaortiques au 15° jour.

Poumen Ganglisns Périaeriiques
g ™
= 5. * TGF B (C)
E - 2-
§ 1- 1-
g 7l 7- 7.
st
2 5 - 5 [
g - L6 ()
E. 3 1l 3- 3
0,7 2 4 8 15 L5752 4 8 15 0,752 4 8 15
Jours apres I'injection

Expression d’ARNm de TGF-B et d’IL-6 au niveau de la rate, des poumons et
des ganglions périaortiques de rats immunisés par des ceufs en IV

Quantification de l’expression de I'ARNm de I’'IL-6 et du TGF-f au niveau de tissus isolés de 2 rats
immunisés par des ceufs en IV et d’un rat contréle injecté par du PBS, pour chaque point de cynétique. Le
taux de ces cytokines est évalué par RT-PCR (cf §2.1.3 du Matériel et Méthodes). Ces résultats, spécifiques
d’'une expérience représentative de 2 études cinétiques, sont présentés en augmentation par rapport au
contréle : une augmentation supérieure a 2 fois le controle est considérée significative.

En figure C, des taux significatifs d’ARNm codant pour le TGF-B, particulierement
importants au premier et troisiéme jour, ont été enregistrés dans la rate tout au long de la
cinétique considérée. Au 10° jour, leur expression apparait ponctuellement a la fois dans les
ganglions périaortiques et dans les poumons.

L’évaluation de PARNm codant pour I’IL-6 (figure D) révéle une production bréve et

précoce le premier jour dans les ganglions périaortiques, suivie d’une production durable au
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niveau splénique a partir du 3° jour jusqu’au 8° jour; cette production est elle-méme relayée
durablement au niveau pulmonaire & partir du 6° jour.
Enfin, aucun ARNm codant pour I'IL-4 ou I'IFN-y n’a été mis en évidence dans nos

conditions expérimentales pour les tissus considérés.

1.2.2. Analyses préliminaires des cytokines apres restimulation
in vitro
La disponibilité des anticorps spécifiques d’interleukines de rat étant limités, nous
avons restreint notre étude a la recherche de I'IL-6, IL-10 et IL-5 produites au niveau de la
rate (rappelons que ’absence d’ ARNm d’IFN-y et d’IL-4 in vivo n’a pas motivé notre étude
de ces cytokines par restimulation). Les splénocytes de rat ont été mis en culture 4 1, 3, 7,

10, 16 et 21 jours apres I’injection d’ceufs. Les agents de stimulation sont respectivement la
Con-A (concanavaline A), le SEA et la KLH.

I-10

3 7 186 16 21 Jours

IL-S
20
pg/ml
SEA
104 KLH
o mrmemb

3 7 10 16 21 Jowrs

Expression protéique de PIL-10, PIL-6 et PIL-S suite & la restimulation in vitro,
par du SEA ou de Ia KLH, de splénocytes de rats inmunisés par des ceufs en IV

Analyse de la production de cytokines par les splénocytes totawx de rats FISHER sains ou
immunisés par des ceufs en IV. Les cellules de la rate, collectées aux différents points de cinétique aprés
Uinjection, sont stimulées in vitro avec un mitogéne (Con-A) ou les antigénes SEA et KLH. Elles sont mises
en culture par pool de 2 rates pour chaque groupe d’animawx immunisés ou sains.
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Sous Peffet de la Con-A, nous avons pu stimuler la production de chacune de ces cytokines
alors que la production constitutive de ces cytokines chez des rats sains reste négligeable.
Les splénocytes des rats immunisés par des ceufs produisent de I'IL-6
indifféremment en réponse a la stimulation par le SEA ou la KLH, sur toute la cinétique
considérée en s’intensifiant a j21. Parallélement, la sécrétion d’IL-5 n’est détectée qu’au 16°
jour, et principalement en réponse & la stimulation par le SEA. Enfin Panalyse de la
production d’TL-10, mise en évidence dans nos conditions expérimentales, révele une
sécrétion précoce 3 jours aprées I’injection d’ceufs ; elle diminue ensuite mais reste stable sur

les temps de cinétique considérés.

1.2.3. Cellules sécrétrices

La cytocentrifugation des cellules recueillies lors des lavages broncho-alvéolaires
(LBA) des rats immunisés par des ceufs, nous a permis d’évaluer par simple comptage sur
lame aprés coloration, une infiltration de 30% d’éosinophiles au niveau de ce site muqueux,
par rapport aux cellules de LBA de rats sains. On peut également remarquer une

augmentation de macrophages alvéolaires et de neutrophiles (non chiffrée).

Pseudogranulome induit au niveau de la muqueuse pulmonaire suite a une
injection d’ceufs de schistosome en intra-veineuse chez le rat.
Coloration a I’éosine et au bleu de méthyléne.
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1.3. Etudes de fonctionnalité

Des tests ont été pratiqués in vitro afin d’évaluer la cytotoxicité des anticorps IgA
détectés au niveau des lavages broncho-alvéolaires recueillis chez les rats immunisés par
des ceufs en 1.V. Que ce soit en présence d’éosinophiles ou de macrophages de rat. Aucun

effet cytotoxique vis-a-vis de schistosomules n’a pu étre mis en évidence pour ces

échantillons.
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IPLSml LBAsain LEA Inj/Oeufs

Cytotoxicité dépendante de macrophages vis-a-
vis de schistosomules de S. mansoni

Les pourcentages de cytotoxicité de I'IPLSm1 ou des anticorps pulmonaires sont mesurés aprés 48h
d’incubation avec les cellules effectrices.

Nous avons recherché in vivo une fonctionnalité de cette réponse IgA induite au
nivean pulmonaire dans le cadre d’une infection a S. mansoni. Pour cela, nous avons réalisé
diverses expériences de protection dans des conditions variables : en fonction du nombre
d’injection d’ceufs ; du délai de temps observé aprés I’instauration de la réponse IgA pour
réaliser I'infection; dans I'espéce animale considérée, a savoir le rat Lou-M ou le rat
FISHER. Malgré ces différentes conditions, aucune différence significative n’a pu é&tre
observée dans la charge vermineuse des rats immunisés et infestés, par rapport a celle des

rats témoins.
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Expériences | Injection des rats | Injection des rats
par du PBS par 5000 oeufs
1 149 + 46 150 + 40
2 199 +29 187 £ 32
3 179 +38 164 +33

Ces valewrs moyenmnes et écarts-type représentent la charge en vers de 7 rats Lou — M, injectés par du PBS

ou des arufs, infectés 8 jours apreés a raison de 1000 furcocercaires par rat, et enfin perfusés a j29.
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2. Etudes de I’épitope glycanique commun
a la glvcoprotéine de 38kDa de S. mansoni et a
I’hémocyanine de Megathura crenulata (KL.H)

2.1. Caractérisation biochimique

Cette partie de notre travail de thése a fait ’objet d’une collaboration avec le Pr J.
Montreuil et le Dr M. Nita-Lazar (Laboratoire de Chimie biologique, UMR 111 du CNRS,
Université des Sciences et Technologies de Lille I) qui nous ont fourni le matériel

nécessaire a nos expérimentations.
2.1.1. Préparation du matériel biologique

a) Fractionnement de la KLH par chromatographie d’immuno-affinité
La KLH a été déposée sur une colonne d’anticorps monoclonaux [PLSm1 fixés sur
Sépharose 4B. Les fractions retenues sur la colonne ont été ensuite éluées par un gradient
de force ionique et de pH. Le passage d’un premier tampon fournit deux fractions (BO et
B1) de faible affinité pour 1’anticorps. Un autre tampon a élué une fraction B2 et enfin, un
tampon au pH plus acide a conduit a I’élution d’une fraction B3 de forte affinité. Ces

fractions sont ensuite dialysées contre de ’eau distillée, et lyophilisées.

b) Hydrazinolyse des glycanes de la KLH
Cette réaction conduit a la coupure de la chaine peptidique et des chaines
oligosaccharidiques sous forme d'hydrazones, ainsi qu'a la dé-N-acétylation des chaines
glycaniques. Elle a ainsi permis de libérer les chaines glycaniques (de type O- et N- en
fonction de la température de réaction) de la KLH. Nous avons pu confirmer que cette
molécule comportait 4,5% de glucides, pourcentage déja déterminé par chromatographie en
phase gazeuse (DEA M. Nita-Lazar, 1995). La chromatographie en couche mince a montré

que la plupart des glycanes étaient formés d’environ 10 unités monosaccharidiques. La
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chromatographie HPLC (Chromatographie Liquide en Haute Pression) effectuée sur
colonne MonoQ a partir de 37 mg du mélange d’oligosaccharides, a conduit a 1’obtention
d’une fraction majeure de glucides neutres (31,2 mg) et de 3 fractions mineures de glucides

acides (respectivement de 1,8 mg, 2 mg et 1,8 mg).

2.1.2. Etude de la structure glycanique

a) Composition en glucides
La composition en monosaccharides de la KLH native et de la fraction B3 obtenue
par chromatographie d’immuno-affinité est donnée dans ce tableau. Les points les plus
importants a souligner sont la présence d’une faible proportion de xylose, de N-
acétylglucosamine et de N-acétylgalactosamine, la richesse en fucose et 1’absence d’acide

sialique.

Monosaccharides KLH Fraction B3
Fucose 2,89 1,36
Galactose 3,6 2
Xylose 0,2 0,2
Mannose 3 3
N - Acétylglucosamine 1,7 2
N - Acétylgalactosamine 1,2 1,6

Composition molaire en monosaccharides de la KLH native et de la fraction B3,
calculée sur la base de 3 résidus de mannose.

b) Analyse électrophorétique
La KLH native renferme différentes protéines de masse moléculaire comprise entre
45 et 240 kDa, dont la majeure partie a été séparée des fractions Bl, B2 et B3 par
chromatographie d’immuno-affinité. La fraction B3 ne compte plus que 8 & 10 protéines
réparties en 3 groupes sur la base des masses moléculaires suivantes : 40-70kDa ; 190-200

kDa et 240-280 kDa (gel non présenté).
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¢) Détection des épitopes par la technique d’électrotransfert
La détection par les anticorps IPLSm! montre 1’absence totale de réactivité des
fractions B0, B1 et B2, contrairement a la fraction B3 qui porte les épitopes glucidiques qui
semblent se concentrer principalement dans la fraction de faible masse moléculaire (blot

non présente).

2.2. Etudes immunologiques de I’épitope commun
2.2.1. Mesure du potentiel inhibiteur des fractions

Aprés avoir mis au point les conditions optimum d’inhibition de fixation de
I’anticorps [PLSm1 sur la KLH (cf §2.2.1. du Matériel et Méthodes), nous avons testé les
différentes fractions séparées par chromatographie d’affinité. Seule la fraction B3 présente
la capacité d’inhiber la fixation de I’'IPLSmI sur la KLH de facon identique a la molécule

native elle-méme, les autres fractions manifestant des taux variables d’inhibition.

100 - ) 106 -
5 et B2 : 75 s
R 2 /fv /

50 -
/
/ —=— Lot4
; A . 25
S —+— LotB

DA s
R * v

% inhibition
4
1
»
% Inhibition

100 pgimi ) 1 10 100 pgjral

Inhibition de la fixation de la KLH sur Inhibition de la fixation de PTPLSm1

PIPLSm1 par différentes fractions sur la KLH par différents lots de
SEA

Cette fraction B3, qui présente le maximum d’inhibition, a subit une nouvelle purification
par chromatographie d’immuno-affinité sur colonne d’IPLSm1, et a donné 2 sous-fractions

B3-1 et B3-2 testées dans les mémes conditions.
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De méme, différentes préparations disponibles ont été évaluées dans leur capacité a inhiber

la fixation de I’TPLSm1 sur la KLH, afin d’identifier une quelconque réaction croisée entre

notre épitope d’intérét et des échantillons connus tels qu’un mélange Le*:Le*, du pseudo-

Le*, et des sucres LNFP I, II et III.

-
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Inhibition de fixation de la KLH
sur P’IPLSm1 par différentes
sous-fractions de Ia B3

% inhibition

754

—%— OligoB3 —%— Led:LeX
~® - OligKLH ---a- PrewdoLeX

10 100 pgmi

Inhibition de fixation de la KLLH sur
I’IPLSm1 par différentes fractions

oligosaccharidiques

Seule la fraction B3-1 présente une forte inhibition de fixation de I’TPLSm1 sur la

KLH a de trés faibles concentrations. Seul ou en mélange, aucun sucre connu ne s’est

révélé compétiteur de notre épitope d’intérét dans nos conditions expérimentales. Une

hydrazynolyse des fractions B3 et de la fraction globale de KLH (respectivement

dénommée «oligo B3 » et «oligo KLH ») diminue leur sensibilit¢ d’inhibition de la

fixation de la KLH native sur I’anticorps IPLSm1, pour de faibles concentrations.

N’ayant pas pu mener a terme les étapes de purification de 1’épitope d’intérét, nous nous

sommes replié sur une stratégie de déglycosylation de la molécule de KLH.
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2.3. Approche «par défaut» des propriétés immuno-
modulatrices des glycanes de 1a KLH

Cette approche globale des propriétés immunologiques des glycanes portés par la
KLH a représenté une alternative a la purification de 1’épitope commun a la glycoprotéine

de 38 kDa.

2.3.1. « Déglycosylation » de la KLH

L’action du métapériodate nous a permis d’oxyder la KLH (plus exactement de
transformer les fonctions a-glycols en aldéhydes) afin d’approcher « par défaut » le réle
des glycanes portés par la KLH, et plus particuli¢rement celui de I’épitope d’intérét ainsi
délété, dans [D’infection par S. mansoni. Nous appellerons abusivement «KLH

déglycosylée », la protéine résultant de cette réaction chimique.

Nous avons ensuite vérifi¢ par ELISA que I’anticorps monoclonal IPLSm1 était incapable
de lier cette molécule de KLH déglycosylée. De méme, nous avons confirmé que la KLH
déglycosylée abolissait toute inhibition de fixation de la molécule native sur 1’anticorps
IPLSmI. Nous avons convenu de dénommer KLHn la molécule de KLH native, et KLHd

la molécule de KLH déglycosylée.

2.3.2. Réponse humorale

L’analyse de la réponse isotypique chez des rats immunisés par de la KLH native
révéle une production majoritaire d’IgG2a. Parallélement les réponses IgM (précoces) et

IgG1 (plut6t dés j28) restent relativement faibles. Aucune réponse d’isotype IgG2c, ni
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Réponse sérique spécifique de la KLH, induite suite 4 une immunisation
chez le rat par la molécule native ou déglycosylée

D.0. (492 nm)

0,5

D.O. (492 nm)

Ces valeurs moyennes de densité optique sont obtenues a partir des sérums (dilués au 1/1000 et au 1/2000)
de 3 rats par point de cinétique, testés en ELISA pour leur spécificité vis-a-vis de la KLH.
Ces résultats sont représentatifs de 2 cinétiques réalisées aprés immunisation par 50ug de KLH native ou

déglycosylée, chez le rat FISHER.
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2.3.3. Réponse cellulaire

Les anticorps spécifiques d’interleukines de rat étant limités, nous avons restreint
notre ¢étude a la recherche de I'IFN-y, IL-5 et I'[L-4 produites au niveau de la rate. Les
splénocytes de rat ont €té mis en culture a 4, 7, 11 et 28 jours aprés immunisation. Les
antigénes de stimulation sont respectivement la Con-A (concanavaline A), la KLH native ou
déglycosylée.

Sous I'effet de 1a Con-A, nous avons pu stimuler la production de chacune de ces cytokines.

Expression protéique de I'lL~4 et de I’'IL-S suite & la restimulation in vitro par de la
KLHn ou de la KLHd, de splénocytes de rats immunisés par 'un de ces antigénes

4 7 11 28 4 7 11 28 Jours

Agent de restimulation in vitro
£ native
dé g! 16 Rats Rats imm unisés
par de la KLH par de Ia KLH
native déglyrosylée
10 10
pgm | € LS | o | D LS

Analyse de la production de cytokines par les splénocytes totaux de rats FISHER sains ou
immunisés par de la KLH native ou déglycosylée par IP. Les cellules de la rate, collectées aux différents
points de cinétique apres l’'immunisation, sont stimulées in vitro avec un mitogéne (Con-A) ou l’antigéne
natif ou déglycosylé. Elles sont mises en culture par pool de 2 rates pour chaque groupe d’animaux
immunisés ou sains.
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Les différences observées dans la production d’IL-4 entre les rats immunisés par la
KLH native ou déglycosylée semblent les plus remarquables. En effet, une sécrétion
significative d’IL-4 est observée & j7 et j11 au niveau des spiénocytes des rats immunisés
par de la KLH native (A), que ce soit en réponse a la stimulation par I’antigéne global ou
Pantigéne déglycosylé. La déglycosylation de I’antigéne de stimulation a cependant pour
effet de diminuer le taux d’IL-4 induit (de maniére significative a j7 et j11) (B).
Comparativement, les splénocytes des rats immunisés par la KLH déglycosylée produisent
également de I'IL-4,3 moindre taux (50 contre 100 ng/ml) et uniquement a j7, et
uniquement en réponse 2 la stimulation par de KLH native.
Les splénocytes des rats immunisés par de la KLH native produisent de faibles taux d’IL-5
(de Yordre de 5 pg/ml) indifféremment en réponse a la stimulation par la molécule entiére
ou privée de sa partie glycanique (C). Comparativement les rats immunisés par la KLH
déglycosylée produisent des taux inférieurs d’IL-5 (D).
La production d’IFN-y détectée dans nos conditions expérimentales ne s’est pas avérée
significative.
Aucune détection de cytokines IL-12 et IL-10 n’a pu étre réalisée dans les tests
d’immunocapture que nous avons mis au point a partir des IgG précipitées, préparées a
partir de sérums polyclonaux anti-IL-12 ou anti-IL-10 recombinantes, malgré la bonne
sensibilité de détection de nos dosages (1.6 ng/ml).

Ces résultats sont a corréler avec 'analyse de la production des cytokines IL-4, IL-5, IL-10,
IL-12 et IFN-y. Cette analyse a été réalisée par la technique de RT-PCR semi-quantitative a
partir de I’ARNm extrait des rates de ces animaux immunisés avec de la KLH native ou de
la KLH déglycosylée (cf conditions dans le § 1.2.1 précédent). Seule une production
significative d’IL-4, a pu étre mise en évidence dés le 4° jour aprés I'immunisation par de la

KILH native, en terme d’augmentation par rapport au contréle.
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Expression d’ARNm d’IL-4 au niveau de la rate
de rats inmmunisés par la KLLH native ou déglycosylée.

Quantification de l'expression de I’ARNm de 1’'IL-4 au niveau de la rate de 2 rats immunisés par de la KLH
native ou déglycosylée, pour chague point de cynétique. Son taux est évaiué par RT-PCR (cf §2.1.3 du
Matériel et Méthodes). Ces résultats sont présentés em augmentation par rapport au contrgle : une
augmentation supérieure a 2 fois le contrile est considérée significative.
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Construction d’un fragment anticorps
anti-idiotype mimant un épitope carbohydrate
protecteur du parasite S. mansoni



Résultats - Partie II

Bien que de nombreux exemples illustrent Putilisation potentielle des anticorps anti-
idiotypes en tant que vaccins a visée prophylactiques et thérapeutiques, leur application
pratique reste limitée. Plus récemment, les outils de la biologie moléculaire ont permis
d’envisager une nouvelle exploitation de ces anticorps anti-idiotypes. En effet, la
construction génétique d’un fragment anticorps, codant pour les régions variables
d’anticorps anti-idiotype, s’est révélée capable de mimer I’épitope antigénique d’origine, en
induisant notamment une immunité spécifique voire protectrice. Constantin A. Bona
évoque tres bien cette idée dans I'article de Nature Medecine de juin 1998, en qualifiant les
vaccins idiotypiques ainsi : « Forgotten but not gone »...

La seconde partie de nos travaux s’inscrit dans cette nouvelle approche idiotypique.
L’originalité de notre étude réside dans la nature carbohydrate de I’épitope antigénique
considéré, porté par la glycoprotéine de 38kDa de S. mansoni, et protecteur dans une

infection par le parasite.
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1. Clonage moléculaire des régions variables

1.1. Obtention de PADNCc des régions variables

Afin d’obtenir les chaines lourdes et légéres de 'anticorps anti-idiotype d’intérét,
nous avons isolé son ARNm a partir de ’hybridome produisant I’anticorps monoclonal Ab2
(JM7-56-AH6 ou JM8-36BF4). L’ADNc a été produit par RT-PCR en présence d’oligo-
dT. Purifié, il a été prolongé coté 5° a I'aide de dGTP grice a une enzyme terminale
transférase. Aprés une seconde étape de purification, cet ADNc a été utilisé comme matrice
pour des réactions séparées d’amplification par PCR a I’aide des oligonucléotides suivants
(cf § 2.3.1. du Matériel et Méthodes) :

oligo-dG + CH1 (choisi dans la région constante de la chaine lourde)

oligo-dG + Cxk (choisi dans la région constante de la chaine kappa)

oligo-dG + CA (choisi dans la région constante de la chaine lambda)

Deux fragments ont été observés aux poids moléculaires attendus sur gel d’électrophorése :
ces produits de PCR correspondaient bien aux chaines lourde (H) et légére (L) de
I’anticorps anti-idiotype, avec plus précisément pour la chaine légére, une identité avec la
chaine CA2 de rat. Les fragments ont été sous-clonés en vecteur PCR™II, puis séquencés.
Les séquences nucléotidiques et en acides aminés déduits des régions variables des chaines
lourde et légére sont représentées ci-dessous, avec les régions CDR surlignées pour chacune

de ces chaines.

Le séquengage d'une dizaine de clones démontrent I’absence de mutation au niveau des régions
variables.

La page suivante illustre les séquences nucléotidiques et en acides aminés déduits pour la chaine lourde et
la chaine légére.

Les régions CDR sont présentées en couleur. La présence des guanidines est expliquée par l'action en 5’
d’une terminale transférase en présence de dGTP.
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CHAINE LOURDE
GGGGGGGGGGGGGGGAAACAACATATGCTCAGTCCTCCCCTGAACACAATAACTAACCATGGAATG

M E W
GRACTGGGTCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGTAACTGCAGAAGTCCACTCCCAGGTCCAGCTGCAGCA
N WV F L F L L 8§ VT AUEV HS Q V QL Q Q

GTCTGGAGCTGAGCTGGCAAAGCCTGGCTCTTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAL
S G A EL A KU?PG S s V KI S CIZ KA ASGYT

CTTCACCAGCTACTATATAAGCTGGGTAAAGCAGAGGACTGGAGAGGGCCTTGAGTGTCTTGGATA
F T S Y Y I 8§ W V K Q R T G E G L E C L G Y

CDR1
TATTAATACGGGAAGTGGAGGTACTAACTACAATGAGAACTTCARGGGCARAGGCCACATTGACTGT
I N T G 8§ G G T N Y N E N F K G KA T L T V

CDR2
AGACAAATCCTCCAGCACAGCCTTCATGCAACTCAGCAGCCTGACACCTGACGACTCTGCGGTCTA
b K s s s T a F MOQUL S s L TP D D S A V Y

TTACTGTGCAAGAGGTGCACAARCTGGGCTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGGTCACAGTCTC
Y ¢C A R G A Q L G ¥ D Y W G Q G V MV T V S
CDR3
CTCAGAGAGTCAGTCCTCCCCAACTGTCTTCCCCCTCGTCTCCTGCGAGAGCCCCCTGTCTGATGA
s E $s Q §$S s p T VF P L VS CE s P L S D E

GAATTTGGTGGCCATGGGCTGCCTGGCCCGGGACTTCCTGCCCAGCTCCATTTCCTTC

N L VA M GCL AU RDUPFPULUP S S I 8 F

CHAINE LEGERE
GGGGGGGGGGGGGGGTTCATTGTACTTAGGAAGCAAAATCTGAGTGTTCTCACCATGACATGGACT

M T W T
CTACTGTTCCTTGCCTTCCTTCATCACTTAACAGGGTCATGTGCCCAGGCTGTCCTTGCGCACCGA
L L F L A F L HHUL TG S C A QA V L A HR

AACTCTGTGTCTACGTCTCTAGGAGGCACGGTCAAACTGTCTTGCACACTCAGCTCTGGTAACATA
N S VS T SL G GG T V KL § CT L 8§ 8 G N I

CDR1
GACAGCAACTATGTGCACTGGTACCAGCAGTATGAGGGGAGGTCACCCACCACTATGATTTATAAT
D S N Y VvV # W Y Q Q ¥ E G R S P T T MTI Y N

GATGATAAGAGACCGGATGGTGTCCCCGACAGGTTCTCTGGCTCCATTGACAGCTCTTCCAACTCA
D D KRPD GV P DU RF S G S I DS S S N S8
CDR2

GCCTTCCTGACAATCAAGACTGTGGARATTGAAGATGAAGCCAGCTACTTCTGTCATTCTTATGTT
A F L T I K TV E I E DEA A S Y F C H S Y V

CDR3
AGTGGCATGTATCTTTTCGGCGGTGGAACAACGCTCACTGTCCTAGGTCAGCCCAAGTCCACTCCC
s ¢ M YL F G6G GT TUL T VL G Q P K S T P

ACACTCACAGTATTTCCACCTTCAACTGAGGAGCTCCAGGGAAACARAGCCACACTGGTGTGTCTG
T L. T Vv F p P S T EEL Q G N KA AT L V C L

ATTTCTGATTTCTTCCCGAGTGATGTGGRAGTGGCCTGGAAGGCARATGGTGCCCCTATCTCCCAG
I $S D F F P S DV E V A WIKANGH AU®PTI S Q

GGTGTGGACACTGCAAATCCCACCAAACAGGGCAACAAATACATCGCCAGCAGCTTCTTACGTTTG
G VvV D T A NPT K Q G N KUY I A S S F L R L

ACAGCAGAACAGTGGAGATCTCGCAACAGTTTTACCTGCCAAGTTACACATGARGGGAACACTGTG
T A E Q WR S R NS F T COQ VT HEGNTV

GAGAAGAGTCTGTCTCCTGCAGAGTGTGTC
E K 8§ L 8 P A2 E C V
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1. 2. Homologies

L’alignement des séquences nucléotidiques avec les séquences présentes dans la
banque de données Genbank confirme qu’il s’agit bien d’une immunoglobuline. La banque
de données NRBF-PIR référant les protéines connues montre une homologie importante
avec les immunoglobulines humaines, murines et de rat.

Ainsi, la séquence peptidique présumée dérivant de ’ADNc obtenu présente les identités
suivantes :
- pour la chaine lourde:
71% avec celle de I'immunoglobuline humaine et murine (soit 136 acides aminés)
(Liu et al., 1987)
77% avec celle de 'IgM murine (soit 117 acides aminés) (Conner ef al., 1994)
- pour la chaine légére :

80% avec la région variable de la chaine A de rat (en position 1-124)

(Aguilar et al., 1992)

99% avec la région constante de la chaine A de rat (en position 131-234)

(Frank et Gutman, 1988)
L’anticorps anti-idiotype cloné comprend donc une chaine légére A et non x.
L’identité obtenue avec la chaine lourde et les chaines lourdes humaines et murines

démontre bien que la majorité de la spécificité est portée par cette chaine.

1.3. Construction d’un simple fragment variable (ou sFv)
recombinant

1.3.1. Différentes constructions

Nous avons utilisé les résultats de séquence obtenus afin de produire un sFv
recombinant. Les régions variables des chaines lourdes et légéres ont été amplifiées

séparément en utilisant différents types d’oligonuckéotides (cf § 2.3.1. du Matériel et
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Meéthodes) : oligonucléotides de liaison (n5) et CH1 pour la chaine lourde ; A8 et A3 pour la
chaine légére. Chacun des produits de PCR a été purifié, puis digéré par ’enzyme de
restriction X#ol ; enfin ils ont été liés entre eux afin de fusionner les deux chaines. Le
produit de ligation obtenu a été alors amplifié€ a I’aide des oligonucléotides A3 et pu3.

Ce fragment a été sous-cloné en vecteur d’expression dans les sites EcoRI et Smal.

Schématisation de la stratégie de construction d’un fragment simple chaine des
régions variables a partir de ’anticorps anti-idiotype Ab2 .
Vp : région variable de la chaine lourde / Vy, : région variable de la chaine légére
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Extraction de PARN

Purification de PADNc ‘ RT-PCR
‘ 5’ Tailing
Vi VH
GGG el |
5 M =3 5 AMap 3 .
oligco dC amorce en région oligo dC  3morce en région
constante (A3) constante (CHI)

. PCR-Linker

Vi \L
ﬁxm )awl&\/\/\/_
==

) ¢ CHI1
A3 A8
' Ligation
Vi Vu
) =
A3 CHI1

‘ Amplification et sous-clonage

$VL VH$

EcoR1 Smal

Vecteur
d’expression

T 4

single Fragment variable vy VH
(sFv) CDR

Ct
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1.3.2. Transcription-Traduction in vitro

Le fragment précédemment obtenu a été testé en systéme de transcription-traduction
in vitro. Le résultat aprés traduction en présence de méthionine marquée au >°S est présenté
sur le gel d’acrylamide suivant. On observe donc une bande aux environs de 45 kDa
correspondant & la traduction de notre «mini-anticorps» ou sFv. Cette construction étant
correcte, nous ’avons utilisée comme construction de départ pour les différentes stratégies

d’expression de I’anticorps recombinant.

1 2

kDa -

103 = '
44,4 =—
29,1 =

Analyse en SDS-PAGE du produit de transcription-traduction in vitro réalisée avec (1) notre construction,
et (2) témoin positif de transcription.

2. Expression de Panticorps sFv recombinant
2.1. Systéme bactérien
2.1.1. Différents vecteurs d’expression
Plusieurs vecteurs d’expression ont été utilisés dans le but d’obtenir une protéine
recombinante. Que ce soit dans les vecteurs pGEX- 4T3 ou pQE 30 pour I'une ou I’autre
des constructions exprimées, la protéine recombinante se trouvait dans les corps d’inclusion

de la bactérie, ce qui a nécessité une solubilisation en conditions dénaturantes, et une
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renaturation de la protéine recombinante par dialyses séquentielles, en présence de SDS
0,02% dans la derniére étape.
La figure suivante représente un SDS-PAGE de la protéine recombinante exprimée chez E.

coli en vecteur PGEX-4T3 : pure (piste 6), elle migre environ & 71kDa.

110,7 === * - :_; —
71.4 — ure— - ... ““'"‘“u.,
> A l
182 —| w

Analyse en SDS-PAGE de l’expression du sFv en vecteur pGEX-4T3. (1) poids moléculaires (GIBCO-
BRL); (2) culture bactérienne non induite ; (3) culture bactériemne induite par 'IPTG ; (4) culture
bactérienne induite par IPTG contenant pGEX seul ; (5) culture bactérienne induite par IPTG contenant la
protéine de fusion ; (6) protéine recombinante purifiée.

2.1.2. Conservation du site de liaison a antigéne

Il était essentiel de vérifier que les traitements dénaturants précédemment évoqués
n’altéraient pas la structure tridimensionnelle de I’anticorps recombinant et tout
particuliérement son site de liaison & I’antigéne. Plusieurs lots de ce méme anticorps ont été

produits dans cette optique. 1l a été possible pour I'un d’entre eux d’obtenir une liaison &
ITPLSm1 dans des conditions satisfaisantes.
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o
)
J

—#— Conirile
—e— sFy

D.0.(492 nm)
=
T

Liaison du sFv a 'IPLSm1(anticorps Abl).

Les puits sont sensibilisés avec différentes concentrations de sFv et sont incubées avec !'anticorps Abl
biotinylé, révéié ensuite a la streptavidine peroxydase. La protéine GST seule est utilisée comme contréle
négatif.

2.1.3. Immunisations

Avec le lot de cette protéine recombinante qui présentait une structure
biologiquement fonctionnelle, plusieures immunisations ont été réalisées chez le rat
FISHER, a raison de 200ug en présence de CFA ; des immunisations témoins ont €été
réalisées parallélement avec du CFA-GST ou du CFA seul.

Le sérum d’un seul rat s’est révélé positif vis-a-vis de ’antigéne mimé par notre anticorps
anti-idiotype recombinant, & savoir I’épitope glycanique porté par la glycoprotéine de 38
kDa de S. mansoni. En effet, par marquage immunofluorescent, nous avons pu montrer que

ce sérum était capable de reconnaitre la surface de schistosomules:
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Marguage immumnofluorescent de la surface de schistosomules par un sérum de rat (1/100)
immunisé avec le sFv recombinant exprimé en E. coli.

L’analyse des isotypes de ce sérum positif révéle la présence majoritaire d’IgG2a, et

d’IgG2c a moindre taux. Une seconde injection de protéine recombinante augmente

également le taux d’IgG2a.
3
g 21 1 injection
2z 2 injections
S 1-
(=]
o L

IgGl IgG2a IgCh IgG2e

Profil isotypique spécifique de la KLH des sérums de rat
immunisé (2 4 semaines d’intervalle)
par le sFv exprimé en systéme bactérien

Des tests d’inhibition ont été réalisés avec ces sérums et montrent que, dilués au 1/50°,
ils sont capables d’inhiber la fixation de I’anticorps IPLSm1 a la KLH. Parall¢lement,

Pétude de leur cytotoxicité révéle une mortalité de 40% des schistosomules 48 heures

aprés I'incubation de ces sérums.
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Inhibiti Cytotoxicite
100 on 100 ytotoxicite
% %
S0 A 80 4
0- 0-

SRS  [piSmi IWAlm ImisFy SRS  IPLSml Im/Almm ImsFv
Inhibition de fixation de P'IPLSml sur Cytotoxicité dépendante d’éosinophiles
la KLH par des sérums de rat vis-a-vis de schistosomules de S. mansoni
immunisés par le sFv (Inv/sFv) ou par
de I’adjuvant seul (Im/Alum)

Devant la difficulté a obtenir différents lots d’anticorps recombinant correctement replié
dans leur conformation tridimensionnelle, nous avons procédé a linvestigation d’autres
systémes d’expression, notamment chez les eucaryotes. Notre but est de pouvoir optimiser
le nombre d’animaux suceptibles de répondre a I'immunisation de cette protéine
recombinante, dans la perspective d’études ultérieures fondamentales, et d’études protection
vis-a-vis d’une infection par S. mansoni (qui nécessite un certain nombre statistique

d’animaux).
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2.2. Cellules mammiféres

La stratégie de vaccination génique nous a sembl¢ étre un bon moyen pour biaiser
les problémes rencontrés lors de I’expression de protéines recombinantes en systéme
bactérien classique. Pour cela, nous avons sous-cloné ’ADNc codant pour les chaines
variables de ’anticorps anti-idiotype dans un vecteur pRc-CMV qui posséde ’origine de
réplication du promoteur du virus Simien SV-40.

Des transfections transitoires en cellules Cos-1, surtransfectées avec le promoteur du SV-
40, auraient du permettre une production importante de protéine recombinante. Toutefois,
les analyses réalisées par différentes techniques d’immunocapture en ELISA, de western
blot et de marquage immunofluorescent, n’ont pas révélé de production significative au

niveau du surnageant de culture des cellules, ni dans leur lysat.

2.3. Cellules d’insectes

Le systéme d’expression en baculovirus (décrit dans le § 2.4.2. du Matériel et
Méthodes) s’est présenté comme une alternative d’autant plus intéressante que la littérature
rapportait divers exemples concernant I’expression d’anticorps monoclonaux, méme s’ils
sont encore limités (Putlitz et al, 1990; Hasemann et al, 1990; Nesbit et al, 1992;
Carayannopoulos, 1994). Non seulement Panticorps simple chaine exprimé s’avérait
biologiquement actif dans ce systéme (Bei et al, 1995; Kretzschmar et al, 1996), mais il a
€té ¢également possible d’assembler correctement des chaines lourdes et légéres
d’immunoglobuline grice a une «co-expression» des génes correspondants. Nous avons

opté pour I’expression de la construction entiére dans ce systéme.
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2.3.1. Construction du virus recombinant

Nous avons donc construit un virus recombinant selon la procédure précédemment
décrite (cf § 2.4.2. du Matériel et Méthodes), en insérant notre sFv sous forme d’ADNc, au
niveau du locus polyédrine du baculovirus.

2.3.2. Détection du sFv recombinant

La figure suivante représente une analyse en western blot qui indique la présence du

sFv recombinant dans le surnageant de culture par rapport aux cellules saines.

kDa

1 2
103,1 —
67,5 — «
1,4 —|N
29,1 —
188 —
15,6 —

Analyse en western blot de ’expression du sFv recombinant par les cellules d’insectes HF.
Immumoréactivité du sérum polyclonal(1/500) sur un surnageant de cellules transfectées d’insectes (1) et un
surnageant de cellules saines (2).
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1
o
3
o 0,5-
e

0-

Surnageant Lysat cellulaire

Production du fragment sFv recombinant en culture de cellules
d’insectes (S9), aprés 3 jours d’infection par baculovirus,
analysée par test d’immunocapture

La protéine recombinante s’avére présente au niveau du surnageant de culture, mais
également au niveau intracellulaire malgré le systéme d’excrétion optimisé dans la
construction du vecteur navette.

Différents types d’ELISA (par adsorption directe de la protéine produite ou par
immunocapture) ont été réalisés afin de caractériser la conformation correcte du fragment
sFv. Dans la mesure ol les surnageants des cellules saines adsorbés directement
produisaient un bruit de fond non négligeable, seul le test d’immunocapture réalisé entre
P'anticorps polyclonal de lapin (produit initialement contre la protéine totale d’origine
bactérienne) et I’anticorps monoclonal IPLSml (anticorps Abl) a permis de confirmer un
repliement tridimensionnel correct du sFv et sa capacité a3 mimer I’épitope glycanique
protecteur.

Notons cependant qu’associée a I’expression de notre protéine recombinante, une
production non négligeable de GST libre apparaissait. Nous avons donc procédé a la
digestion de notre protéine de fusion a la thrombine, puis & sa purification sur billes de

glutathion bien que la conséquence en soit une diminution du rendement.
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2.3.3. Immunisations

Six rats mailes FISHER de 6 semaines ont été immunisés a raison de 250pg de
protéine recombinante par la technique de Vaitukaitis, puis rappelés 3 semaines aprés par
voie sous-cutanée. Tous ces animaux se sont révélés immuns, mais seuls 2 rats présentaient
des réactivités spécifiques de la KLH, d’antigeéne de furcocercaire, ou d’antigénes de surface

du schistosomule contenant la glycoprotéine de 38 kDa.

D.O. (492 nm)
n

EMS : Extrait membranaire de schistosomules (gp38 majoritaire)
KLH : Keyhole Limpet Haemocyanine
Fc : Furcocercaire

Spécificité antigénique des sérums des rats immunisés par le
sFv exprimé dans le systéme baculovirus/cellules d’insectes
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1
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IgGl  IgG2a  IgGd  IgG2e

Isotypes spécifiques de Pantigéne furcocercaire des sérums de rats immunisés
pas le sFv exprimé dans le systéme baculovirus/cellules d’insectes

L’analyse des isotypes des sérums positifs révele la présence majoritaire d’IgG2a.
Cependant, au vu du faible nombre d’animaux répondant spécifiquement vis-a-vis de

’antigéne d’origine, aucune expérience de protection n’a été entreprise.
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Matériel et Méthodes

1.1. Parasites

Une souche guadeloupéenne de S. mansoni est maintenue au

1. Matériel

laboratoire par passages successifs sur des

mollusques B. glabrata, hétes intermédiaires élevés dans de I’eau minérale (Société des Eaux de Volvic, France)
et sur des souris OF 1 en tant qu’hétes définitifs.

1.2. Animaux

Les rats utilisés dans nos expériences sont majoritairement des rats males FISHER F344 (Iffa Credo,
France), agés de 6 a 8 semaines, sinon des rats LouM (élevage de I’Institut Pasteur de Lille).

1.3. Antigénes

SEA : Les ceufs sont récoltés i partir d’homogeénats de foie de hamsters infectés depuis 40 jours. Ils sont
centrifugés, lavés plusieurs fois en milieu Hank’s Wallace jusqu'a ’obtention d’un culot propre, congelés, puis
homogénéisés par une dizaine de passages dans une X-Press (A.B. Biox, Suéde) permettant I’éclatement de la
coque. La suspension obtenue est alors centrifugée pendant 15 minutes 4 10 000g. Le surnageant constitue
I’antigéne SEA. La concentration protéique est évaluée par la méthode BCA (Pierce, BCA protein assay, IL

USA).

KLH : Elle est commercialisée par Calbiochem-Novachem Corporation (CA, USA) ou par Pierce (IL USA).

FC : Les antigénes solubles de cercaires sont préparés a partir de cercaires lavées dans du PBS a 4°C, dispersées
par sonication pendant 15 minutes a 10 000g.

1.4. Souches bactériennes et cellulaires

Noms Caractéristiques
IM109 | Ecoli e14™ (merA), rec Al, end Al, gyr A96, thi-1,
hsd R17 (rk-, mk+), sup E44, rel A1 D(lac-pro AB),
M15 [PREP4]: Nals Strs Rifs lac- ara- gal- mtl- -
recA+ uvr+.
Cellules COSs -1 Lignée de rein de singe vert d'Afrique, transformée
de par le SV40.
mammiféres ATCC CRL - 1650
SF 9 Lignée dérivée d’ovaires (Ovary, fall armyworm) de
Cellules Spodoptera frugiperda. ATCC CRL-1711.
d’insectes
High Five™ | Lignée dérivée d’ceufs de Trichoplusia ni. BTI-TN-
5B1-4.

134



1.5. Vecteurs

Matériel et Méthodes

Types Noms Caractéristigues
pGEX4T3 Expression en systéme procaryote.
(Pharmacia) Vecteur d’expression de protéine fusionnée & la
Vecteurs Sj26GST, purifiée sur glutathion.
. . Expression en systéme procaryote. Vecteur d’expression
d'expression SOE 30 de protéine fusionnée 4 6 histidines (Qiagen), purifiée
(Qiagen) par chromatographie de résine de chélate chargée en
g Nickel (Qiagen).
Vecteur pour séquencage PCR™ 11 Sous-clonage direct de fragments obtenus par PCR
(TA Cloning,
Invitrogen)
Expression en systéme eucaryote.
Vecteur ubiquitaire pRc/CMV
(In vitrogen)
Expression en systéme eucaryote.
pAc GP67 Vecteur contenant la séquence conduisant a la sécrétion
Vecteur de transfert (Pharmingen) de la GP67 en amont du site de clonage. Expression de la

protéine fusionnée 4 une GST sous dépendance du
promoteur de la polyédrine du baculovirus.
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2. Méthodes

2.1. Etude de la réponse IgA muqueuse

2.1.1. Immunisations et prélévements

Les ceufs de S. mansoni sont récoltés a partir de foies de souris OF1 infectées depuis 40 jours. Apres
avoir retiré la vésicule biliaire et les veines, ces foies sont homogénéisés, conservés sur glace et filtrés sur gaze.
Les ceufs ainsi obtenus sont lavés 4 fois en Hank’s Wallace par centrifugation successive pendant 5 minutes a
1500g. Finalement, les ceufs sont filtrés sur blutex (numéro 8, Tripette et Renaud, France) et remis en
suspension a raison de 2.5 10*/ml en PBS stérile.
Les rats sont injectés par voie intra-veineuse avec 5000 ceufs vivants dans 200ul de PBS ; les animaux contrdles
regoivent seulement 200ul de PBS.

Les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et sérums sont collectés a différents temps aprés ’injection d’ceufs, a
raison de 2 animaux injectés et un rat témoin par point. Anesthésiés a I’éther, ces animaux sont saignés au
niveau du sinus rétro-orbital, puis sacrifiés par dislocation cervicale. Les échantillons sériques sont aliquotés et
stockés a -20°C. Les poumons sont lavés & partir de la trachée avec 2 ml de PBS stérile. Les LBA sont
centrifugés a 10 000g pendant 10 minutes. Les surnageants obtenus, additionnés de 1 mM de PMSF, sont
stockés a -20°C. ‘

2.1.2. ELISA : étude de la réponse humorale sérique et muqueuse

Afin de détecter les anticorps spécifiques, des tests ELISA ont été réalisés sur des immuno-modules
Nunc (Danemark) adsorbés 3 h & 37°C, avec 100ul d’une solution de SEA a Sug/ml en PBS. Aprés un lavage
avec du PBS-Tween-20 0.1% (Prolabo, France) (PBS-T), les plaques sont saturées 1 h & température ambiante
avec 200ul/puits de PBS-gélatine 0.5% (porc de type A, Sigma, MO USA) et sont lavées & nouveau 3 fois en
PBS-T. Les échantillons sont dilués (en PBS-T de 1/50 4 1/5000 pour les sérums, et pour les LBA a 1/5 et 1/10),
incubés une nuit 3 4°C (100ul/puit). Aprés 3 lavages en PBS-T, les plaques sont alors incubées avec un
anticorps de souris couplé a la peroxydase anti-IgM, IgG1, IgG2a, IgG2c de rat (respectivement MARM-4 a
1/20 000 ; MARG! 2 1/8000 ; MARG2a 3 1/8000 ; MARG2c a 1 :4000, Bazin, Belgique) (100u)/puit) pendant
90 minutes &8 37°C. Aprés 3 lavages avec du PBS-T, les plaques sont révélées avec le substrat OPD (ortho-
phényldiamine, Sigma) & 1mg/m! dilué en tampon acide citrique 0.05 M-Na2HPO4 0.1 M pH 5.5 pendant 30
minutes 4 37°C. Cent microlitres d’acide chlorhydrique 2N sont ajoutés par puits avant de lire les densités
optiques sur un lecteur de plaque (Titertek Multiskan, Finlande) a 492 nm.

Les IgA totales sont mesurées dans les mémes conditions en adsorbant Panti-IgA de rat & 5 ug/ml (MARA-2,
Bazin, Beigique) en PBS. Les échantillons sont dilués en PBS-T (a 1/25 et 1/50 pour les sérums, et a 1/5 et 1/10
pour les LBA). Les plaques sont incubées avec 100u! par puits d’anti-IgA de rat biotinylée (MARA-1, Bazin,
Belgique) 4 1/2000 pendant 90 minutes 4 37°C. Aprés 3 lavages, les plaques sont incubées avec de la
streptavidine peroxydase (1/2000, Amersham , France), 4 raison de 100! par puits pendant 30 minutes 4 37°C.
Aprés 5 lavages, le test est révélé avec le substrat OPD (Img/ml). Le taux des IgA totales est évalué a partir de
courbes standard obtenues avec un taux connu d’IgA de rat (IR22, Bazin, Belgique).

2.1.3. Etude de Ia réponse cellulaire in vivo

a) Isolement et purification des ARNm de cytokines
Afin de déterminer la cinétique d’apparition des cytokines au niveau des différents tissus, les ganglions
périaortiques (PN), un lobe de poumon et un morceau de rate ont é¢ prélevé a différents temps et
immédiatement congelés en azote liquide. Les organes congelés ont été homogénéisés dans 1 ml de solution
RNA PLUS™ (Bioprobe Systems, France). L’ARN total a é&¢é isolé par des étapes successives d’extraction,
précipitations et lavages recommandées par le fournisseur. L’ARN est resuspendu dans de I’eau stérile Rnase
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free. Le taux et la qualité des ARN ont été déterminés par la mesure de I’absorbance a 260nm et analysés par
électrophorése sur gel d’agarose.

b) Réactions de Transcription inverse

Un protocole de RT-PCR a été déterminé afin d’évaluer les quantités relatives d’ARNm pour 1’'IL4,
IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B, IFN-y et la B-actine. Les réactions de transcription-inverse sont réalisées dans un
volume final de 25pi contenant 0.5ug d’oligo dT et 2.5ug &’ ARN total. Elles sont incubées pendant 5 minutes a
65°C, et leur sont ajoutés 1.2mM d’un mélange des 4 désoxyribonucléotides triphosphates (ANTPs), le tampon
1x de la transcriptase inverse (S0mM Tris-HCI pH8.3, 7SmM KCI, 3mM MgCl,), 10mM de DTT, 4 U de Rnase
Inhibitor (Promega, USA) et 200 U de transcriptase inverse (Superscript™ II, Gibco BRL, USA). Les réactions
incubent une heure 3 37°C, et se prolongent par 3 minutes d’incubation 3 92°C afin de dénaturer ’enzyme.
Placés sur glace pendant 3 minutes, les tubes sont stockés a -20°C.

¢) Réactions de PCR
Les séquences des amorces et des sondes utilisés pour I'[L-4, IL-5, [L-10, IFN-y, IL-6, TGF- et la p-
actine sont présentés dans le tableau suivant :

Cytokines Séquences des amorces Références
B-actine sens 5'-gCC ATC CTg CgT CTggA - 3'
B-actine anti-sens 5'- ggg ¢CA TCg gAA CCgCT -3’ (Niidel et al., 1983)
IFN-y sens S'—Tgg ATA TCT ggA ggA ACT gg — 3'
IFN-y anti-sens 5'— CgA CTC CTT TTC CgC TTC CT - 3' (Dijkema et al., 1986)
TL4 sens 5"- ATg ggT CTC AgC CCC CAC C -3' (Mac Knight et al.,
IL~4 anti-sens 5'- AgA gAg ATC ATC AAC ACT TTg AACC -3' 1991)
IL-5 sens 5'- ATg Agg ATg CTT CTg TgC TTg -3'
IL-5 anti-sens 5'- TCA gAC TTC CAT TgC CCA CTC -3’ Genebank (DNAStar)
IL-10 sens 5'- AgC AAA ggC CAT TCC ATC Cg - 3'
IL-10 anti-sens 5'-TCAATT TTT CAT TTT gAg TgT CAC gTA ggC - 3' Genebank (DNAStar)
TL-6 sens 5-gTT CTC Agg gAg ATC TTg-3'
IL-6 anti-sens 5'-CTg TgA CTC TAA CTT CTC-3' Genebank (DNAStar)
TGF-B sens 5-ACC CgC gAC Cgg gTg gCA-3'
TGF-B anti-sens 5'-gAg TTC TAC gTg TTg CTC CAC-3' Genebank (DNAStar)

Les conditions de réactions de PCR ont été définies pour chaque paire d’amorces de maniére & conserver une

relation linéaire entre les quantités d’ARN et les produits de PCR obtenus. Des contréles positifs et négatifs sont

inclus dans chaque réaction afin d’éviter toute contamination. Le mélange constitué pour les réactions de PCR

contient 0.8mM de dNTPs, du tampon PCR 1x (S0mM KCl, 10mM Tris-HCl), 1.5mM de MgCl,, 20pmoles de

chaque amorce sens et antisens, 2ul de cDNA et 1.25 U de Taq polymérase (AmpliTaq Gold™,Perkin-Elmer,

USA). Aprés une premiére étape de dénaturation pendant 10 minutes & 94°C, les cycles de température sont :

a) 94°C pendant 1 minute, pour une dénaturation de la matrice double brin,

b) le Tm spécifique, pour une hybridation de chaque couple d’amorces ou de chaque sonde, pendant 1
minute,

c) 72°C pendant une minute, pour I'élongation du second brin d’ADN par ’enzyme ;

ceci est réalisé grice a ’appareil PTC 200 MJ (Prolabo, France).
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d) Analyses et quantification des produits de PCR

Aprés un nombre préalablement déterminé de cycles de PCR, ’ADN amplifié est analysé par
électrophorése, Southern blot, et hybridation avec les sondes radioactives spécifiques de chaque cytokine. Dix
microlitres de chaque réaction sont analysés sur gel d’agarose & 1%, visualisés par coloration au bromure
d’éthidium, et tranférés sur membrane Hybond-N (Amersham, Royaume-Uni). Les membranes sont fixées aux
U.V. (0.15 J/cm?y préhybridées a 65°C pendant 1h30 dans un tampon saturant (5xSSC, Denhardt’s 5x, ADN de
sperme de hareng 100pg/ml, SDS 0.5%), et enfin hybridées avec la sonde marquée au (y’°P)ATP pendant une
nuit 3 60°C dans un tampon d’hybridation (SSC 5x, Denhardt's 5x, ADN de sperme de hareng 100pg/ml, SDS
0.5%). Dix picomoles d’oligonucléotides sont marqués au (y*’P)ATP grice 3 la polynucléotide kinase du kit
« Ready to Go T4 » (Pharmacia, Suéde). La sonde est ensuite purifiée sur colonne (Séphadex™G50, Pharmacia)
afin d’éliminer les nucléotides marqueés libres.

Cytokines Séquences des sondes

B-actine 5’ - CTg TgC TAT gTT gCC CTA gAC TTC gAg CAA - 3'

IFN-y 5'-CTg gCT CTC AAg TAT TTT CgT gTT ACC gTC - 3'

L4 5'- gAg AAC CCC AgA CTT gTT CTT CAA gCA Cgg -3'

IL-5 5'- AgT TTg ATT CTT CAg TAT gTC TAg CCCCTg - 3'

IL-10 5'- ggC AAC CCA AgT AAC CCT TAA AgT CCT gCA -3'

-6 5'- ggA TAT AAC CAg gAA ATT TgC CTA TTg AAA ATC Tg-3'
TGF-B 5'- gTT gTT gCg gTC CAC CAT TAg CAC gCg ggT - 3'

Les membranes radiomarquées sont lavées une fois en tampon 2x SSC-0.5% SDS a température ambiante, puis
en tampon 2x SSC -0.1% SDS toujours a température ambiante et finalement en tampon 1x SSC-0.1% SDS 2
65°C. Les membranes sont exposées sur film X-OMAT AR (Kodak,Sigma) a -80°C pendant au moins 2 h.
L’intensité des spots autoradiographiques est évaluée par densitométrie grace au programme ImageMaster-1D-
Prime (Pharmacia, Suéde). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport a
I’absorbance controle.

2.1.4. Etude de Ia réponse cellulaire in vitro

a) Production des cytokines in vitro

Seules les cellules obtenues & partir du broyat de rate ont été placées en culture et stimulée par
différents antigénes afin d'analyser la sécrétion d'IFN-y, d'IL-4 et d'IL-5. Les rates ont été prélevées a partir de
rats sains, injectés en L.V, par des oeufs ou du PBS, ou encore immunisés par de la KLH native (KLHn) ou
déglycosylée (KLHA) en fonction de I'expérience considérée. Briévement, les cellules spléniques sont obtenues
en broyant la rate sur blutex, puis lavées 3 fois en milieu RPMI 1640 (Gibco BRL, France) aprés une lyse des
érythrocytes spléniques ( en tampon Tris-Buffered saline 170 mM et NaCl 155 mM). La viabilité cellulaire est
évaluée par exclusion au bleu trypan et 107 cellules sont resuspendues dans 1 m! de milieu de culture contenant
du milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal décomplémenté (JRH BioSciences, KS,
USA), 50 mg/ml de gentamycine (Schering-Plough, France), 2 mM de Glutamine (Seromed, Allemagne), 1%
d'acides aminés non essentiels (Seromed), 1 mM pyruvate de sodium (Sigma) et 5.10° M de B-mercaptoéthanol
(Merck, Allemagne). Un millilitre de 1a suspension cellulaire est incubé seul ou en présence de Concanavaline-
A (5 ug/ml, Seromed), de KLHn ou KLHd (50pg/ml), ou de SEA (10pg/ml) en fonction de l'expérimentation,
dans des plagues de 24 puits (Nunclon™, Nunc, Danemark) 4 37°C dans une atmosphére contenant 5% de CO,.
Les surnageants sont ensuite collectés a 24, 48 ou 72h en fonction de la cytokine a tester.
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b) Sécrétion des cytokines
L4
La sécrétion de I'IL-4 a été évaluée par le kit "Biosource International cytoscreen™ rat interleukin-4", selon les

conditions recommandées par le fabriquant. Les valeurs obtenues pour la courbe standard sont comprises entre
7.8 et 500 pg/ml.

IL-5

Un test de prolifération cellulaire a été réalisé : la lignée de cellules B murines LyH7.B13, obtenue auprés du
Dr. Fattah (GlaxoWellcome, GB) est dépendante de I'[L-5. Les cellules (5.10%/puit) sont mises en culture en
tripliquette en DMEM (Gibco BRL, France) contenant 10% de SVF (JRH BioSciences, KS USA), 1% d’acides
aminés non essentiels (Seromed) et 5.10°M de B-mercaptoéthanol (Merck) avec les surnageants 2 tester dilués
en plaques de 96 puits (Falcon, Becton Dickinson, NJ USA). Aprés 72h de culture, 50 mg de MTT (3+(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide) (Sigma) sont ajoutés & chaque puits et incubés pendant
au moins 5 heures a 37°C dans une atmosphére avec 5% de CO,. On ajoute ensuite 0.1 mi d'isopropanol-HC!
0.04N par puit et aprés homogénéisation, 1a coloration est mesurée par spectrophotométrie 2 570 nm (Titertek
Multiskan MCC/340, Finlande). Les concentrations d'IL-5 sont calculées en référence 3 des courbes standard
réalisées avec des taux connus d'IL-5 purifiée recombinante (Genzyme, GB) dilués en milieu de culture. Ces
valeurs sont comprises entre 15.62 et 5.10° mUI/ml.

IFN-y

Des modules Nunc Immulon™ (Nunc, Danemark) sont adsorbés 4 5 mg/ml avec I'anticorps polyclonal de lapin
anti-IFN-y de rat (Biosource International, USA) pendant 3h & 37°C avec 100 ml/puit (en tampon 0.1 M
NaHCOQs, 0.1 M Na,CO;, pH 9.6). Aprés 3 lavages, les plaques sont saturées avec 200 pl/puit de PBS-0.5% de
gélatine pendant une heure 4 température ambiante. Aprés 3 lavages, les surnageants sont ajoutés et incubés une
nuit & 4°C. Les plaques sont alors lavées en PBS-0.1% de Tween-20 et incubées pendant 90 minutes 37°C avec
I'anticorps monoclonal biotinylé de souris anti-IFN-y de rat (100 ul/puits) (Biosource International, USA) dilué
en PBS-0.1% deTween-20 & 1 mg/ml. La révélation a lieu grice au conjugué streptavidine-peroxidase (1/2000,
Amersham, France). Aprés plusieurs lavages, 100 u! de substrat (1lmg/ml OPD (Sigma), 0.03% H,0, en tampon
citrate 0.1 M, pH 5.0) sont ajoutés par puits. La réaction est arrétée par l'addition de 100 ul d'HCl1 2N.
L'absorbance est mesurée a2 492 nm. Les concentrations d'TFN-y sont calculées en référence i des courbes
standard réalisées avec des taux connus d'TFN-y purifié recombinant (Biosource, USA). Les valeurs sont
comprises entre 62.5 et 5.10° pg/ml pour FIFN-y.

IL-6 et IL-10

Les sécrétions de I'IL-6 et le I'IL-10 ont été évaludes par les kits "Biosource International cytoscreen™ rat
interleukin-6/ interleukin-10", selon les conditions recommandées par le distributeur. Les valeurs obtenues pour
la courbe standard sont comprises entre 0 et 2000 pg/ml pour I’IL-6 et entre 0 et 1000 pg/mi pour I'IL-10.

2.1.5. Cellules de LBA

Un comptage a été réalisé sur les culots cellulaires obtenus a partir des LBA, cytocentrifugés (2 min a
400rpm) puis colorés a I'éosine et au bleu de méthyléne (réactifs RAL, kit 555, France).

2.1.6. Infestation expérimentale et perfusion

Les rats préalablement traités au Valium et endormis & I’Imalgéne, sont infestés par voie transcutanée
selon la technique des anneaux (Smithers & Terry, 1965) & raison de 1000 cercaires de S. mansoni (souche
Guadeloupe) par rat. Les foies de ces animaux sont perfusés 21 jours aprés ’infestation, et les vers sont comptés
par examen microscopique.

139



Matériel et Méthodes

2.2. Etudes immunologiques de I’épitope glycanique commun 3 la
glycoprotéine de 38 kDa et a la KLH

2.2.1. Etudes immunologiques de I’épitope commun
Test d’inhibition

Cette réaction d’inhibition compétitive est réalisée entre les anticorps monoclonaux IPLSm1 (marqués
a I’iode par la technique a la chloramine T) et les fractions de KLH éluées sur colonne d’immuno-affinité. Une
solution de KLH (10ug/ml) est déposée sur une plaque souple de microtitration (Falcon, CA USA) de
polyvinyichloride (PVC) a raison de 100ul par puits, et incubée 2h a 37°C, puis une nuit 2 4°C. Les puits sont
ensuite saturés par 200u1 d’une solution de sérum albumine bovine (BSA) a 1% en tampon PBS 0.1% BSA. Le
potentiel inhibiteur des fractions de KLH est évalué par coincubation de 50ul de solution de KLH (solution de
référence, concentrations comprises entre 0 et 250ug/ml) avec 50pl d’une solution d’anticorps IPLSm1 marqué
a I"'”|, pendant 1h a 37°C puis 12h 2 4°C. Cette étape est suivie de 3 lavages en tampon PBS 4 0.1% BSA et Ia
radioactivité de chaque puits est déterminée au compteur gamma. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon
la formule suivante : 100 x (a-b) / a, ou a est le nombre de cpm sans inhibiteur, et b le nombre de cpm en
présence d’inhibiteur. Afin d’augmenter la sensibilité de ce test, nous avons pu réaliser les mémes expériences
en paraliéle, ol cette fois les anticorps étaient immobilisés sur la plaque et la KLH marquée 2 1'%1,

2.2.2. Déglycosylation de Ia KLH

Un échantillon de KLH Calbiochem est dissous en tampon d’acétate de sodium & 0.05M pH4.5, puis
dialysé une nuit 4 4°C. Dix millimolaires de métapériodate préparés dans le méme tampon d’acétate de sodium,
sont ajoutés pendant 1h dans P’obscurité a température ambiante (Woodward et al., 1985). La réaction est
arrétée par 50 mM de NaBH4 pendant 30 minutes 4 température ambiante. L’échantillon est finalement dialysé
en PBS.
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2.3. Clonage moléculaire des régions variables

2.3.1. RT-PCR

L’ARNm a é¢ obtenu 3 partir de 5.10° cellules des hybridomes JM7-56-AH6 ou JM8-36-BF4 selon la
technique décrite précédemment (§ 2.1.3). De la méme maniére, I’ADNc a été produit par RT-PCR en présence
d’oligodT.
Une queue d’oligodG est greffée en 5° par I’action d’une transférase (Gibco BRL, USA) pendant tha 37°C.

Les différentes réactions de PCR ont été réalisées avec les amorces suivantes :

Noms Séquences des amorces
OligodC | d(C)15
CHI (u3) |5 - CAA gCA ggT gAg ACC CCT gTg - 3'
Cx 2 5"- CAC TCA TTC CTg TTg AAg CTC - 3'
CA2 5" - gAC ACA CTC TgC Agg AgAC - 3'
CA 3-EcoRI | 5' - gAg AgA ATT CAT gTg CCC Agg CTg TCC TT - 3'
CA 8-Xho-1{5'- gAg ACT CgA ggA CAC ACT CTg CAg - 3'
uS-linker | 5'- gAg ACT CgA ggg Age Cgg Agg TTC Tgg Cgg Agg Cgg ATC Agg Cgg Age
TTC TCA ggT CCAGCT gCAgCAg-3'

Les fragments obtenus respectivement pour les chaines 1égére et Jourde ont été sous-clonés en systtme TA
Cloning (Invitrogen) pour étre séquencées et permetire ainsi la détermination des régions CDR, la mise en
évidence d’homologies avec d’autres espéces.

Ces résultats de séquence ont €té utilisés afin de produire un sFv recombinant. Les régions variables des chaines
lourdes et légéres ont été amplifiées séparément en utilisant différents types d’oligonucléotides : de lLaison (u5)
et CHI pour la chaine lourde ; A8 et A3 pour la chaine légére. Ces produits de PCR ont été purifiés, puis digérés
par I’enzyme de restriction Xhol, et enfin liés entre eux afin de fusionner les deux chaines. Le produit de
ligation obtenu a été alors amplifié a 1’aide des oligonucléotides A.3 et p3.

Le produit de PCR a été digéré avec les enzymes de restriction EcoRI et Smal pour étre sous-cloné en vecteur
d’expression.

2.3.2. Séquencages

Différents fragments issus de PCR ou de produits de digestion on été séquencés. Ce séquencage a lieu a
partir d’amorces spécifiques du vecteur de sous-clonage (« Universal et Reverse primers») ou & partir
d’oligonucléotides spécifiques de I’insert clonés.
Les réactions de séquengage se réalisent suivant la méthode de Sanger, a I'aide du kit de séquencage
(« Terminator reaction Cycle Sequencing Ready, ABI Prism », PE, Applied Biosystems), et sont déposées sur le
séquenceur automatique ABI 377 (Perkin Elmer). Les séquence obtenues sont ensuite analysées 3 1’aide des
programmes « Swiss-Prot and NBRF-PIR™-protein databases » et « GenBank » (DNAstar, WI USA).

2.3.3. Traduction-transcription in vitro

Cette expérience a été réalisée dans le but de vérifier la possibilité pour nos constructions d’étre
effectivement traduites. Pour cela, le kit « TNT™ Coupled Reticulocyte Lyase System » a été utilisé.
Briévement, 1.5ug de plasmide recombinant a ét¢ incubé 1h30 & 37°C en présence de lysat de réticulocytes,
d’acides aminés sans méthionine, de méthionine marquée au 35S, et de T7 polymérase. Un contréle est réalisé
en utilisant de PADN codant pour la luciférase. Le produit est analysé sur SDS-PAGE 13%. Aprés
amplification du signal (Amplify, Amersham) et fixation, le gel est séché sous vide puis exposé sur film, une
nuit a - §0°C.
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2.4. Expression du sFv

2.4.1. Systéme bactérien

a) Production et purification de la protéine recombinante

Le fragment EcoRI-Smal a été sous-cloné et exprimé en vecteur pGEX-4T3 (Pharmacia, Suéde) dans la
souche JM109 d’E. coli. Ce systtme permet une production de protéine recombinante fusionnée a une
glutathion S-transférase (la Sj26GST), purifiée ensuite sur glutathion
Nous avons également exprimé notre construction en vecteur pQE30, dans la souche M15 d’E. coli. Dans ce
systéme, la présence des 6 histidines en amont des sites de clonage permet une purification de la protéine
recombinante sur colonne de chélate chargée en nickel (Qiagen).
L’expression de la protéine recombinante étant restreinte au niveau des corps d’inclusion dans ces systémes,
notre fragment sFv a donc subi des dialyses en séries contre du tampon Tris pH8.5 en présence de SDS a 0.02%
et de concentrations décroissantes d’urée.

b) Etude de liaison a l’antigene
Ce test ELISA direct suit les conditions classiques décrites précédemment (§2.1.2). Briévement, les
puits sont adsorbés a des concentrations croissantes de protéines recombinantes. Aprés saturation, ’IPLSm1
biotinylé (anticorps Abl) dilué au 1/500 est incubé pendant 1h30 a37°C, puis révélé par la streptavidine-
peroxydase.

¢) Immunisations
Des rats Lou-M ont é¢é immunisés par voie intra-péritonéale ou par la technique de Vaitukaitis
(Vaitukaitis, 1971) avec 200ug d’un lot donné de protéine de fusion en présence de CFA. Une seconde injection
identique (IFA) a été réalisée aprés 4 semaines. Les animaux témoins sont immunisés par de la GST et du CFA,
ou du CFA seul.
D’autres essais d’immunisations ont été réalisés en aggrégeant la protéine au glutaraldéhyde, protocole
préconisé pour I’immunisation par des anticorps anti-idiotypes.

d) Immunofluorescence
Ce marquage est réalisé sur des schistosomules non fixés. Les sérums d’immunisation, dilués au 1/100,
sont incubés 2h a température ambiante. Rincés en PBS, les parasites sont alors incubés avec I’anti-IgG de rat
marqué 3 la fluorescéine (Sigma), dilué au 1/40, pendant 30mn a 4°C.

e) Test de cytotoxicité
Des éosinophiles sont obtenus aprés lavage de la cavité péritonéale de rats préalablement stimulés par
une injection I.P. d’eau physiologique. La cytotoxicité est évaluée vis-3-vis de schistosomules « peau »: préparés
selon la technique de Clegg et al. (1972), ils correspondent au résultat du passage naturel de cercaires a travers
un fragment de peau rasée prélevée sur 1’abdomen d’une souris. Soixante dix schistosomules, contenus dans
50pl, sont alors ajoutés aux celiules ; la mortalité des schistosomules est mesurée a 24h et 48h, par examen
microscopique.

2.4.2. Systéme d'expression en cellules d'insectes/baculovirus

a) Phase de l'infection virale

Les baculovirus sont des virus 4 ADN double brin circulaire, spécifique de nombreuses cellules
d'insectes. L'infection virale se déroule selon 3 phases (cf. schéma A). Tout d’abord les particules du virus
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis (AcNPV) pénétrent dans la cellule par endocytose et migrent vers
le noyau o1 FADN est libéré de la nucléocapside, pour ensuite suivre les processus de transcription et traduction
de la cellule. La réplication débute dans les 6 premiéres heures d'infection. Six & 24 heures aprés l'infection, les
cellules infectées libérent dans le milieu extracellulaire des particules virales par "bourgeonnement” depuis la
membrane cellulaire: en fusionnant, elles peuvent ainsi infecter de proche en proche des cellules saines. La
derniére phase commence au dela de 24 h d'infection: elle correspond 4 la synthése d'une matrice homogeéne,
constituée essentiellement d'une seule protéine, la polyhédrine, dans laquelle sont assemblées des particules
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virales. Nommées alors corps d'occlusion, ils sont visibles en microscopie optique et ne seront libérés que suite a
la lyse de la cellule infectée.

In vivo

A Soinfocts
de cellules d’insectes

de cellules
d’insectes

La polyédrine n'étant pas une protéine nécessaire a la réplication du baculovirus in vitro, le promoteur
fort du géne a donc été exploité pour I'expression de génes hétérologues. De plus, 'ADN de I'AcNPV linéarisé
contient une délétion létale (BaculoGold™, Pharmingen, France) qui sera restaurée par recombinaison
homologue lors de la cotransfection avec le vecteur complémentaire contenant le géne d'intérét. Ainsi seuls les
recombinants produiront des virus viables, avec pour conséquence un taux de recombinaison de plus de 99%.

L'expression du sFv s'est faite indifféremment en cellules S, cellules adhérentes, cultivées a 27°C sans apport
de CO,, en milieu de Grace (GibcoBRL, France) complémenté avec 10% de sérum de veau foetal (Boerhinger),
ou en cellules High Five, adaptée ici en milieu X-press (Bio Whittaker, Belgique).

b) Cotransfection et amplification virale

L’expression de génes d’immunoglobulines utilisant des vecteurs baculovirus nécessite ’insertion de
ces génes dans le génome viral. Cette étape est fondée sur la recombinaison homologue entre un plasmide
bactérien (appelé vecteur de transport ou vecteur navette) et 1’ADN génomique du baculovirus (cf. schéma B).
Le vecteur navette choisi est le pAcSecG2T: il s'agit d'un vecteur d'expression de protéine fusionnée avec la
Glutathion-S-Transférase. Notre construction est insérée en aval de la région codant pour la GST au niveau du
site Smal. Le géne de le GST est précédé de la séquence signal gp67 (glycoprotéine de surface la plus abondante
de I'enveloppe virale), clivée au cours du transport de la protéine recombinante au travers de la membrane, elle
permettra la sécrétion de la protéine de fusion.
Les cellules Sf9 sont co-tranfectées selon le protocole du manuel d'utilisation, 4 une densité de 2.10° cellules
avec 3,5pg de vecteur recombinant et 0,5ug d'ADN viral linéarisé. Aprés 5 jours d'incubation a 27°C, le
surnageant infectieux est récupéré pour infecter de nouvelles cellules. L'enrichissement en particules virales est
réalisé par infection successives de cellules Sf9. Un stock de particules virales de titre élevé est nécessaire pour
infecter les cellules dans des conditions standards et optimales de MOI ("Multiplicity Of Infection™ qui est le
nombre de virus/ml par rapport au nombre de cellules). L'obtention d'une infection synchrone pour I'ensemble
des cellules nécessite une MOI supérieure 4 1; mais pour ne pas réduire le métabolisme des cellules d'insecte par
I'activité lytique du virus, la MOI doit cependant rester inférieure a 10.
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¢) Titration du stock de baculovirus recombinant

La titration virale est réalisée par dilution "point-limite”. Cette méthode statistique consiste en
I'inoculation de plusieurs cultures cellulaires avec différentes dilutions virales. Le titre est estimé par
détermination de Ia dilution qui permet d'infecter 50% des cultures (TCID50). Ce titre, en pfu (plaque forming
unit)/ml, correspond 4 au TCID50/m! affecté d'un facteur spécifique du couple virus/cellule héte (0,69 pour le
couple baculovirus/SF9). 10p! de suspension cellulaire & 2,5.10° cellules/ml sont déposés dans chaque puits
d'une microplaque de Terazaki (Nunc). Le stock viral est dilué de 10 a 107; chaque dilution permet d'infecter 6
puits. Aprés 6 jours de culture, le nombre de puits infectés est comptabilisé pour procéder au calcul de la
titration.

Titre (pfu/ml) = 1/TCID50 x 0,69 x volume (m!) de I'infection
avec Log TCID50 = Log "dilution donnant plus de 50% de puits infectés” — PD
PD = distance proportionnée par rapport a la concentration donnant 50% de puits infectés = (A-50)/(A-B)

A : pourcentage supérieur a 50% de puits infectés
B : pourcentage inférieur & 50% de puits infectés

Concentration virale Pourcentage de puits infectés
103 100
10% 100
10° 100
10 50
107 33

Titre du stock viral : 6,9.107 pfu/ml.

d) Production et purification du sFv

Les cellules SP, en milieu X-Press, sont infectées & partir du stock de baculovirus recombinant. La
protéine de fusion est purifiée sur billes de Glutathion-Agarose (Sigma).
Aprés 3 jours d'infection, cellules et surnageant sont récupérés. Les cellules sont lysées sur glace 2h, en tampon
de lyse. Surnageant de culture et lysat cellulaire sont centrifugés & 12000g pendant 30'. Les surnageants de
centrifugation sont chargés sur colonne de glutathion-agarose, préalablement équilibrée en tampon
d'équilibration. La colonne est lavée par le méme tampon jusqu'a obtention en sortie de colonne d'ume DO nulle
a 280 nm. La protéine de fusion est €luée par le tampon d'élution, en suivant la DO a 280 nm. L'éluat est
récupérée avec 1/10 de volume de tampon d'équilibration pour assurer la neutralisation.
L'éluat est dialysé contre une solution Tris 2mM pH 7,5, puis concentré par traitement a I'aquacide.

e) Détection de la protéine recombinante

-Western blot
La protéine produite est analysée sur SDS-PAGE 13%, et transférée sur nitrocellulose pendant 3h a2 60V
(Twobin et al., 1979). Les sites de fixation non spécifiques sont saturés en PBS-5% de lait pendant 2h 2
température ambiante, puis les filtres sont incubés une nuit 4 4°C avec le sérum dilué au 1/100 (polyclonal de
lapin) en PBS-lait 5%. Aprés 3 lavages en PBS-Tween-20 0.4%, les filtres sont incubés en présence d’un
conjugué anti-IgG de lapin (Sanofi-Pasteur, France) marqué a la peroxydase (dilué au 1/500) pendant 2h a
température ambiante. Aprés 3 lavages, la révélation s’effectue avec le substrat de la « Horse Radish Peroxydase
» (4-chloro-1-naphtol, BIO-RAD) en présence d’eau oxygénée. La réaction est arrétée avec de I’eau distillée.

-ELISAs

Briévement, les plaques sont adsorbées une nuit a3 4°C avec 10pg d’IPLSm1, puis saturées 1h a
température ambiante en PBS-Gélatine 0.5%. La protéine produite au niveau du surnageant ou des lysats
cellulaires dans le systéme d’expression cellules d’insectes/baculovirus, est incubée a différentes dilutions, puis
révélée & I’aide d’IgG précipitées a partir d’un anticorps polyclonal de lapin anti-sFv.

144



Matériel et Méthodes

f) Immunisations
Des rats LouM ont été immunisés en Vaitukaitis avec 200pg des sFv produits en systéme
baculovirus/cellules d’insectes, rappelés ensuite par voie sous-cutanée aprés 3 semaines.

2) Clivage a la thrombine

Il est réalisé & raison d'un microlitre d'enzyme (Sigma), soit 250U/mg de protéine a digérer en tampon
NaCl (150 mM final) et CaCl, (2.5mM final) pendant 2 h a 20°C.

145



DISCUSSION
ET
PERSPECTIVES



Discussion et perspectives

Le développement des méthodes d'analyse des glycoconjugués a permis de dévoiler
progressivement l'extraordinaire diversité des glycanes et de révéler leur remarquable potentiel
d'informations. Rappelons que trois acides aminés dans un tripeptide ne permettent que six
combinaisons, alors que trois sucres peuvent aboutir a 27 648 combinaisons différentes! Ils
générent donc une grande partie de la diversité fonctionnelle nécessaire au développement et a
la différenciation d'organismes complexes, mais interviennent également dans les interaction
avec d'autres organismes de l'environnement.

Les glycoconjugués ont une distribution ubiquitaire. On les retrouve aussi bien en situation
extra-cellulaire qu'en situation intra-cellulaire: tous les compartiments cellulaires contiennent
des glycoconjugués.

Les réactions de glycosylation modifient les propriétés physico-chimiques d'une protéine ou
d'un lipide, mais elles représentent surtout un langage qui est progressivement décrypté (Kasai
et Hirabayashi (1996) parlent de "glycocode"), et qui intervient dans de multiples fonctions. A
I'intérieur de la cellule, elles peuvent moduler la fonction de protéines cytoplasmiques ou
nucléaires, contrdler la conformation et le trafic des glycoprotéines sécrétées ou encore
permettre I'addressage de glycoprotéines vers certains compartiments tels que les lysosomes. A
la surface de la cellule, les glycoconjugués constituent des signaux de reconnaissance
permettant des interactions cellules-cellules, ou des interactions entre les cellules d'un
organisme animal ou végétal et les microorganismes de lenvironnement. Enfin, les
glycosylations conditionnent la destinée, la durée de vie, la structure et la fonction enzymatique,
hormonale ou de transport des glycoprotéines.

Ainsi, il est difficile de prévoir les fonctions et l'importance d'un oligosaccharide donné sur un
glycoconjugué, bien que souvent une séquence inhabituelle peut remplir un rdle crucial. Une
méme séquence oligosaccharidique peut médier différentes fonctions 3 l'intérieur du méme
organisme, a des temps différents de son ontogénie. Ils sont de plus les sujets de variations intra

et inter-espéces au cours de l'évolution.
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Dans la relation hdte-parasite, les glycoconjugués parasitaires sont indiscutablement les
cibles majeures de la réponse immunitaire de 'hote lors d'une infection par S. mansoni, alors
que les difficultés liées 4 leur approche biochimique ont conduit & sous-estimer leur réle
fonctionnel. Récemment, Vellupillai er al. (1994) ont mis en évidence pour la premicre fois le
role d'une séquence oligosaccharidique dans l'orientation de la réponse cellulaire, et plus
particuliérement le role du Lacto-N-fucopentaose qui contient le trisaccharide Le”. Cet antigéne
Le’, présent en grande quantité sur les oeufs du schistosome (Nyame ef al., 1998), joue
également un role dans I'établissement d'une immunité protectrice par le biais d'anticorps qui lui
sont spécifiques. Le motif glycanique lui-méme est utilisé par I'héte pour favoriser des

phénomeénes de cytotoxicité (Trottein et al., 1997).

Au vu du role fonctionnel de ces carbohydrates, nous avons étudi€ chez le rat I'influence
de glycanes spécifiques de S. mansoni dans trois approches différentes, qui définiront les
différentes parties de la discussion de nos résultats: les antigénes associés a l'oeuf; les glycanes
portés par la KLH, approchés par une purification incompléte ou par déglycosylation; et enfin
I'épitope carbohydrate caractérisé sur la gp38 de S. mansoni, par le blalS d'une approche anti-
idiotypique.

1. Les oeufs de schistosome :

inducteurs d'une réponse IgA chez le rat

Lors de I'invasion de son hote vertébré, le parasite S. mansoni touchera successivement
trois sites muqueux: la peau, a travers laquelle pénétre la forme infestante; les poumons, qui
abritent le schistosomule; et enfin la muqueuse intestinale, si¢ge de la pathologie bilharzienne.

Ainsi de maniére d'autant plus significative dans I'infection par S. mansoni, la réponse d'isotype

148



Discussion et perspectives

IgA, particuliérement adaptée a la protection des surfaces muqueuses, apparait essentielle dans
la défense vis-a-vis de ce pathogéne.

Dans l'infection par S. mansoni, des anticorps IgA sériques se sont révélés larvicides chez le rat
(Grezel et al., 1993) et, dans des études menées chez des patients kenyans infectés par S.
mansoni (Grzych et al., 1993), ils ont été corrélés avec l'acquisition d'une résistance a la

réinfection.

Les expériences présentées dans la premiére partie de ce travail thése ont démontré que
les antigénes associés a I'oeuf de schistosome sont capables d'induire une réponse IgA
muqueuse chez le rat. Ce résultat est d'autant plus d'intéressant de par la physiologie
particuliére de ce modéle animal: il est semi-permissif pour linfection par S. mansoni et il est
pourvu d'un systéme hépatobiliaire de transport actif des IgA, encore récemment mis en
évidence chez un autre rongeur, le hamster syrien doré (Mesocricetus auratus) (Vaerman et al.,
1997). D'autre part, lors d'une infection par S. mansoni, le rat ne développe aucune réponse
IgA spécifique qu'elle soit muqueuse ou sérique, alors que dans d'autres infections, notamment
par le parasite nématode Nippostrongylus brasiliensis (Ramaswamy et al., 1989), une
augmentation de la synthése locale de cet isotype peut étre observée au niveau pulmonaire.

Des mécanismes de régulation propres a l'infection par S. mansoni peuvent donc apparaitre au
sein du méme modéle animal. L'efficacité de la "pompe a IgA" semblerait donc relative au
mod¢le d'infection étudié.

Dans l'optique d'appréhender les mécanismes d'induction d'une réponse IgA chez le rat,
différents antigénes ont été testés: l'administration de SEA per os ou par voies classiques
d'immunisation (parentérale et systémique), linjection de schistosomules maturés ou non par
voie intra-veineuse... Seule linjection d'oeufs vivants par voie intra-veineuse s'est avérée
systématiquement efficace quant a l'induction d'une réponse IgA locale spécifiques du SEA, dés
8 jours apres l'injection. Soulignons que les antigenes li€s a l'oeuf comprennent des structures

trés riches en glycanes, donc trés antigéniques (Norden ef al., 1984; Omer Ali et al., 1986).
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Poulain-Godefroid et al. (1996) ont démontré dans le modéle murin, que des réponses IgA et
IgG étaient fortement augmentées aprés 'oviposition, alors qu'en absence d'oeufs (chez des
animaux soumis a une infection monosexuée), les réponses IgA sériques et intestinales
spécifiques apparaissaient trés réduites.

Ces données se sont donc confirmées chez le rat, & savoir que les oeufs de S. mansoni ont un

role stimulateur de la production d'IgA de spécificité parasitaire.

Dans nos conditions expérimentales d'injection d'oeufs par voie intra-veineuse, seule une
réponse 1gG2c¢ pulmonaire est détectée plus tardivement apres l'injection d'oeufs. Ces résultats
tendent & considérer I'évolution de la réponse humorale muqueuse vers un profil mixte
Th1/Th2. Par ailleurs, les réponses IgA et IgG2c tardives induites s'avérent également
spécifiques de la KLH, qui est aussi capable de stimuler une réponse cellulaire spécifique dans
ce cas. Cependant, malgré les propriétés de 'épitope glycanique commun a la gp38 et 4 la KLH
décrites précédemment, aucune relation directe n'a été établie entre les isotypes (IgG2c et IgA)
induits localement dans nos conditions expérimentales et cet épitope particulier présent parmi
les antigénes associés a l'oeuf.

Cette réponse IgA muqueuse n'a pu &tre associée a aucun effet fonctionnel in vitro, ni méme en
terme de protection vis-a-vis du parasite. Soulignons a ce titre que les activités larvicides
précédemment évoquées dans les travaux de Grezel et al. (1993) chez le rat, concernaient des
IgA sériques, caractérisées dans un modéle d'immunistion par une protéine, la Sm28GST.
D'autre part, elles limitent les phénoménes inflammatoires par leur faible capacité a activer le

complément, ce qui permet de préserver l'intégrité des muqueuses.

Nous disposions d'un modéle d'intérét nous permettant de caractériser les cytokines
associées a l'induction d'une réponse IgA locale, données peu connues chez le rat. Nous avons
détect€ la présence des ARNm de certaines cytokines in vivo grace a la technique de RT-PCR

semi-quantitative, plus particuliérement au niveau de la rate, du poumon, et des ganglions
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périaortiques, dans le but de suivre 'apparition de la réponse IgA consécutive a une stimulation
cellulaire locale. L'étude de la production de ces mémes cytokines suite & des expériences de
restimulation in vitro a été limitée par la disponibilité des outils immunologiques spécifiques
d'interleukines chez le rat.

Aucune expression d'ARNm d'IL-4 ou d'IFN-y n'a été détectée. En ce sens, l'utilisation
de souris Knock-Out pour I'TL-4 indique un nombre identique de cellules sécrétrices d'IgA dans
les muqueuses démontrant que la commutation isotypique vers ITgA est normale chez ces
animaux. Or dans certains modéles étudi€s in vitro, 11L-4 apparait comme un facteur essentiel
de commutation vers une production dTIgA (Lin et al., 1991; Wakatsuki et al., 1993; Ehrhardt
et al., 1992).De méme, Vajdy et al. (1995) démontrent que la déficience en IL-4 entraine entre
autre une incapacité des animaux & produire une réponse IgA muqueuse spécifique d'un
antigéne administré par voie orale.

Au niveau de la rate, 'augmentation précoce de TGF-B suggére l'association de cette
cytokine avec l'expression de la réponse IgA, précédemment décrite en tant que facteur de
commutation chez 'homme (Islam er al, 1991; Van Vlasselaer et al., 1992). En fait, Ia
dysrégulation du TGF-$ peut contribuer a la pathogénése de patients déficients en IgA (Miuller
et al., 1995). Cette cytokine posséde in vitro un effet immunosuppresseur sur la sécrétion
d'immunoglobulines sauf pour lisotype IgA (Barnard et al., 1990; Massague et al., 1990).
Contrairement a ces observations, dans notre modéle nous sommes capables de caractériser des
réponses IgM voire IgGl et IgG2c sur une cinétique prolongée; ceci dépendrait de l'état
d'activation des cellules sécrétrices. En effet, les récents travaux de Goodrich et al. (1998) ont
démontré in vitro sur des cultures de cellules épithéliales intestinales, que TL-6 était capable
d'augmenter la production dIgA alors que le TGF-B avait un effet immunosuppresseur sélectif
viv & vis de la sécrétion dIgM; or dans le méme systéme, mais cette fois avec des cellules
préalablement stimulées par du LPS, ITL-6 pouvait outre-passer leffet du TGF-f en

augmentant la réponse humorale.
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De plus, le TGF-p peut induire la production dTL-6 (Chantry et al., 1989), ce qui
pourrait expliquer la production décalée de 'ARNm codant pour I'TL-6 observée au niveau de la
rate des animaux injectés. Par restimmulation in vitro, 1TL-6 apparait inductible tout au long de la
cinétique avec cependant un maximum & j21; cette production serait consécutive a l'expression
splénique de 'ARNm correspondant. LTL-6 est une interleukine pluripotente, capable entre
autre d'induire la différenciation terminale des cellules B (Okada er al., 1983; Van Snick ef al.,
1986) et d'augmenter sélectivement la production dIgA in vitro par commutation isotypique
des cellules B (Beagley et al., 1989; Fujihashi et al., 1991). D'autre part, l'utilisation de souris
Knock-Out pour ITL-6 démontre le rdle essentiel de cette cytokine in vivo dans le
développement d'une réponse IgA pulmonaire (Ramsay et al., 1994). De méme, Bao et al.
(1998) ont récemment démontré que I'administration intraluminale dTL-6 exogéne augmentait
la différenciation des cellules B en plasmocytes a IgA, et ils suggeraient une potentielle
utilisation de cette cytokine a des fins thérapeuthiques dans un contexte de vaccination
muqueuse.

Dans nos expériences, une expression précoce dIL-10 pourrait expliquée l'expression
tardive dTL-6 au niveau de la rate des rats injectés. L'TL-10 est une cytokine impliquée dans la
régulation post-transcriptionnelle de cette derniére pour des macrophages activés (Fiorentino et
al., 1991). Cette expression précoce dTL-10 corréle avec les résultats obtenus en restimulation
spécifique de splénocytes des rats injectés, ou cette cytokine, bien qu'inductible sur toute la
cinétique considérée, est maximum a j3. LTL-10 est également impliquée dans la sécrétion
dTgA par des cellules B humaines et murines (Ishida et al., 1993; Briére et al., 1994). Elle peut
aussi lever une inhibition dans la différenciation des cellules B ou inversement permettre la
différenciation de cellules B de patients déficients en IgA (Briére ef al., 1996).

L'analyse de 'ARNm codant pour I'IL-5 révéle une augmentation significative et
précoce de sa production au niveau de la rate, alors que dans notre systéme de restimulation in
vitro de spknocyte des rats injectés, une production maximale dTL-5 est détectée a 16 jours

apres I'injection. Différents travaux réalisés dans d'autres modéles rapportent une activité de
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ITL-5 au niveau des plasmocytes a IgA, seule (Beagley et al., 1988), ou en synergie avec ITL-4
(Murray et al., 1987) ou le TGF-B (Coffiman et al., 1989). De méme, l'utilisation d'un vecteur
exprimant sélectivement ITL-5 suite & une immunisation locale, augmente le taux dTIgA
spécifiques au niveau pulmonaire chez la souris (Ramsay e al., 1993). Ces éléments confortent

donc le role de cette cytokine dans notre modéle.

L'ensemble de ces données confirment chez le rat, les résultats obtenus lors des
expérimentations mono/bisexuées réalisées chez la souris (Poulain-Godefroid et al., 1996): en
plus du role stimulateur de la production dIgA spécifiques du parasite, les oeufs auraient
également un role polarisateur en terme d'émergence d'un profil de type Th2 chez le rat (3
la présence prés de ITL-4). Cette notion de sous-populations cellulaires de type Thl ou Th2,
identifiés phénotypiquement et fonctionnellement chez le rat (Arthur ef al., 1986; Papp et al.,
1992) semble correspondre aux sous-populations murines ou humaines.

L'établissement d’une réponse IgA pulmonaire chez le rat se traduit par I’expression préalable
d’ARNm codant pour différentes cytokines, paradoxalement plut6t majoritaires au niveau
splénique. La production d’IL-5 et d’TL-10 est précoce mais transitoire alors qu'elle apparait
durable pour le TGF-f voire méme décalée dans le temps pour I'TL-6. Un délai semble donc
nécessaire pour pouvoir détecter une expression d’ARNm codant pour ces cytokines au niveau
des ganglions périaortiques et des poumons (surtout pour le TGF-$ et I'TL-6).

Dans nos conditions, la production initiale de cytokines apparait d'abord au niveau systémique,
puis au niveau muqueux. Ces différences dans l'apparition cinétique notamment du TGF-p et de
ITL-6 entre les poumons et la rate, peuvent étre expliquées par la présentation antigénique, qui,
dans ce modele d'étude, est fonction du systéme systémique et non de I'environnement externe
en contact avec les muqueuses. La description de tels phénomeénes laisse supposer des
mécamismes complexes de régulation entre ces interleukines, mais aussi entre les différents
organes. Classiquement, la sensibilisation vis-a-vis de l'antigéne a lieu au niveau des organes

périphériques; puis, aprés la recirculation des cellules lymphoides, celles-ci séjourneront
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finalement dans la rate au niveau de la pulpe blanche. Des études immunohistochimiques
menées chez des individus infectés par S. mansoni, réalisées avec des anticorps monoclonaux
spécifiques d'épitopes carbohydrates répétitifs d'oeufs, ont montré la présence en grande
quantité de matériel antigénique au niveau de la rate. Ces résultats suggérent un rle important

de cet organe dans la clairance et I'apprétement des antigénes (Bogers et al., 1996).

Le role inflammatoire de ITL-6 dans la formation pseudogranulomateuse observée au
niveau pulmonaire est a remarquer dans ce modéle: cette cytokine aux propriétés
chimioattractantes, pourrait expliquer le recrutement cellulaire au niveau des LBA. Dans ce
contexte de réponse inflammatoire, 1TL-13 semble représenter une cytokine essentielle dans la
régulation de la formation de granulomes pulmonaires chez des souris injectées par des oeufs
(Chiaramonte et al., 1999). Soulignons que notre modéle artificiel permet une stimulation
constante du tissu lymphoide muqueux associ€¢ aux bronches (ou BALT), étant donné que les
oeufs se trouvent pi€gés au niveau pulmonaire, semblable au contact permanent offert au
niveau du tissu lymphoide muqueux associ€ a l'intestin (ou GALT) dans un systéme d'infection

classique chez la souris.

Chez le rat, peu de travaux concernent la réponse IgA. Rafferty et al. (1995) ont
démontr€ in vitro un effet stimulateur du TGF-$, de ITL-2, IL-5 et IL-6 sur la production dTgA
dans des cultures cellulaires de parotide, et de glandes submandibulaires et sublinguales de rat.
Ces études supportent un role régulateur potentiel de ces cytokines sur la réponse IgA au
niveau des glandes salivaires du rat. D'autres études ont montré que ITL-5 et 1TL-6 étaient

capables d'augmenter la réponse in vivo au niveau des larmes de rat (Pockley et al., 1991).

Indépendamment de ce contexte cellulaire, d'autres facteurs peuvent intervenir dans la
régulation d'une réponse IgA. Trés récemment, une étude conduite chez des patients infectés

par S. mansoni puis traités (Remoué et al., 1998) suggérait que l'acquisition de la réponse
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immunitaire était dépendante du sexe, & savoir que des taux d'IgA neutralisants étaient détectés
préférenciellement chez la femme. L'association entre une réponse IgA et l'acquisition d'une
résistance a la réinfection, elle-méme sous-dépendance de I'dge des patients infectés (Grzych et
al., 1993), soutient I'idée d'une influence hormonale dans la régulation de la réponse IgA. Des
travaux récents réalisés chez le rat sont en faveur dun effet de la DHEA
(déhydroépiandrostérone) sur la réponse IgA sérique (Vargas et al., 1998). Une influence de
linnervation sympathique et parasympathique a pu étre également démontrée sur la sécrétion

d'IgA salivaires chez le rat (Carpentier et al., 1998).

II. Caractéristiques biochimiques et immuno-modulatrices de I'épitope

commun 2 la KLH (Megathura crenulata) et a 1a gp38 (Schistosoma mansoni)

La KLH est une glycoprotéine renfermant environ 5% d'oses totaux. Elle est trés
largement utilisée en tant que molécule "porteuse”, a des fins vaccinales (Khan et al., 1992),
immunothérapeutiques (Flamm et al., 1990; Jurincic et al., 1988; Kible ef al., 1991; Winkler et
al., 1996), ou encore prophylactique (Bagasra er al, 1992). Cette hémocyanine porte un
épitope glycanique commun avec la gp38 caractérisée a la surface du schistosomule grice a
lanticorps monoclonal IPLSml d'isotype IgG2a cytotoxique in vitro en présence
d'éosinophiles, et qui confére par transfert passif un haut degré de protection vis-a-vis d'une
infection cercarienne (Dissous et al., 1982; Grzych et al., 1982). Outre I'expression de cet
épitope commun au niveau du miracidium ou du ver adulte dans les produits métaboliques du
parasite, il a aussi été identifié chez I'hote intermédiaire de S. mansoni, le molluque marin
Biomphalaria glabrata. 11 y a donc une identité moléculaire entre le trématode et son hote.
Ceci pose le probléme de la signification biologique de ce motif glycanique conservé au cours

de l'évolution, et dont les origines remontent & plusicures centaines de millions d'années.
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L'étude de structures oligosaccharidiques de microorganismes (Miller ef al., 1986) peuvent
nous ameéne a penser que la conservation de cet épitope glycanique se justifirait par son role
dans l'adaptation rapide du schsitosome aux brusques modifications d'osmolarité de son
environnement subies lors du passage du stade larvaire libre dans l'eau, a un état captif des
tissus de I'hote définitif.

Déglycosylée par l'action de l'acide trifluoro-méthane-sulfonique (TFMS), la KLH perd toute
activité inhibitrice dans la liaison de l'anticorps IPLSm1l a la gp38 (Grzych et al., 1987). Des
études biochimiques ont permis d'apporter des éléments préliminaires concernant la nature des
oligosaccharides et la structure de I'épitope glycanique reconnu par l'anticorps IPLSml.
Soulignons l'avantage que représente l'utilisation de cette molécule quant & la quantité de
matériel disponible pour les diverses analyses biochimiques, comparativement a la lourde
préparation que représente lisolation de l'antigéne parasitaire glycanique. Elle est d'ailleurs
largement utilisée en tant que réactif diagnostique dans la séroépidémiologie des Bilharzioses
humaines.

Dans un premier temps, les glycanes totaux de la KLH ont été isolés et analysés, puis la
purification par chromatographie d'immuno-affinité du glycane reconnu par I'anticorps [PLSml
a été entreprise. L'analyse de la composition moléculaire des glycanes totaux de la KLH par
chromatographie en phase gazeuse a révélé l'existence des 6 monosaccharides suivants: du
fucose (pourtant absent du stade schistosomule), du galactose, du xylose, du mannose, de la N-
acétyl-glucosamine et de la N-acétyl-galactosamine. La présence en quantité importante de
résidus galactose et de N-acétyl-galactosamine suggére en outre la présence de liaisons N-
glucosidiques. La purification de 'épitope glycanique par chromatographie d'immuno-affinité
sur colonne dTPLSm! a conduit a la séparation de 4 fractions. Seule la derniére fraction éluée
reproduisait I'effet global de la KLH native dans ses capacités inhibitrices de la liaison entre
ITPLSm1 et l'antigéne cible. L'analyse des rapports molaires de cette fraction par
chromatographie en phase gazeuse différe peu de la fraction totale de la KLH et incite & penser

que le glycane recherché serait de type bi-antenné avec un résidu de fucose et de xylose
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conjugués au résidu de mannose B. Cette structure serait comparable 4 la structure du glycane
de 'hémocyanine de Helix pomatia (Van Kuik et al., 1985) a la présence prés du chainon
galactose(P-4)N-acétyl-glucosamine. Des études complémentaires d'analyse en RMN
(Résonnance Magnétique Nucléaire) et des expériences de méthylation permettraient de
préciser ces hypothéses.

La caractérisation biochimique de I'épitope glycanique commun & la KLH et a la gp38 de S.
mansoni nous intéressait dans 'optique d'y associer une fonction immunologique en terme de
réponse humorale et cellulaire. Elucider la structure de cet épitope permettrait d'aborder sa
dualité fonctionnelle & induire des anticorps d'isotypes différents voire méme antagonistes.
Cette perspective apporte un support moléculaire a la notion d'immunité concomittante de par
la production d'anticorps effecteurs et d'anticorps bloquants. Ces derniers permettent au
parasite d'échapper a la réponse immunitaire qu'il suscite. D'autre part, disposer de cet €pitope
par purification ou par synthése chimique ouvre des perspectives d'étude d'ordre moléculaire
quant aux mécanismes intra-cellulaires impliqués. On peut en effet imaginer une reconnaissance
de récepteurs particuliers (ITIM / ITAM), spécifiques d'une cascade intra-cellulaire conduisant
a lexpression d'anticorps effecteurs ou au contraire d'anticorps bloquants. Des études
classiques de conjugaison de cet hapténe carbohydrate sur différentes molécules porteuses,
permettrait d'autre part d'évaluer lactivité immunostimulatrice de I'épitope conjugué, et sa
capacité a induire une réponse mémoire. Enfin, I'étude des glycosyltransférases impliquées dans
la synthése de cet épitope apporterait une autre dimention en permettant de caractériser les
mécanismes de régulation Liés a l'expression de cet épitope. Ces enzymes spécifiques du
parasite, pourraient étre utilisées a des fins thérapeutiques.

Les expériences d'inhibition de fixation de 1TPLSml sur la KLH ont exclu toute
communauté avec les sucres connus tels que le Le®, Le”, pseudo- Le”, ou encore le LNFP I, 11,
III, alors que le Lex ou le LNFP III ont un rdle largement caractérisé dans l'infection par S.
mansoni (Trottein et al., 1997; Vellupilai et al., 1994). Elles ont de plus confirmé une réactivité

croisée entre le stade schistosomule et les oeufs de schistosome.
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Dans le but de palier a cette purification incompléte de I'épitope d'intérét, nous avons
envisagé une approche immunologique globale des glycanes portés par la KLH par "défaut”, en
déglycosylant la molécule dans des expériences d'immunisations comparées. De maniére
intéressante, la molécule de KLH semble, dans nos conditions expérimentales, perdre toute
immunogénicité en terme de réponse humorale spécifique de S. mansoni, mais pas en terme de
réponse cellulaire. Cette molécule, mis a part son haut poids moléculaire, doit toute son
spécifique, indépendamment de sa structure protéique.

Ces résultats sont en accord avec les travaux précédemment réalis€s par Grzych er al. (1987),
ou la déglycosylation de la KLLH abolissait toute réponse humorale spécifique ainsi que I'effet
inhibiteur dans la fixation de I'TPLSml a son antigéne cible. De méme, la cytotoxicité
dépendante d'éosinophiles des sérums de rat immunisés par de la KLH déglycosylée était
considérablement réduite, ce qui confirmait une identité structurale et fonctionnelle in vitro

comme in vivo entre les épitopes portés par la KLH et la gp38.

L'immunisation par la KLH native conduit & une réponse essentiellement
d'isotypes IgG2a, spécifiques également du SEA. Ce profil isotypique, plutot de type Th2
chez le rat, est associé a une production d'IL-4 significative in vivo 4 jours aprés l'injection,
et méme in vitro aprés restimulation par la molécule native. Notons cependant un effet
stimulateur de la KLH déglycosylée uniquement chez les rats immunisés par la molécule native
au regard de la production dTL-4 ou dTL-5: la structure protéique de cette molécule semble
donc conserver un potentiel immunogénique en terme de réponse cellulaire bien qu'il ne soit pas
associ¢ a une réponse humorale spécifique de S. mansoni. Chez la souris, limmunisation par de
la KLH entraine de méme la sécrétion de cytokines Th2, telles que 1TL-4, ITL-5, mais surtout
dTL-10 en quantité importante (cependant, dans notre €étude, cette cytokine n'a pas €té détectée

in vivo par RT-PCR semi-quantitative et n'a pas été testée in vitro).
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Les travaux de Crépieux (1987) ont rapporté que des injections répétées a 2 semaines
d'intervalle de KLH chez le rat (de 3 & 5 doses de 100ug) pouvaient induire la production
d'anticorps d'isotypes IgG2c, bloquants en terme de cytotoxicité dépendante d'€osinophiles.
L'ensemble de ces données d'ordre immunologique confirme la dualité fonctionnelle des
glycanes portés par la KLH, et I'antigéne de 38 kDa de S. mansoni. La spécificité commune des
2 types d'anticorps sous-tend aussi l'hypothése d'une compétition au niveau de la cible
parasitaire, comme au niveau des récepteurs pour le fragment Fc des IgG a la surface des
dosinophiles (Grzych ef al., 1984).

Enfin de récents travaux confortent la possibilit¢ d'utiliser un épitope de nature
carbohydrate a des fins vaccinales. Une "hyper-immunisation” de polysaccharides capsulaires de
Neisseria meningitidis renforce considérablement la réponse humorale spécifique, allant jusqu'a
générer des cellules B mémoires (Colino ef al., 1998). De méme, Guttormsen et al. (1998) ont
démontré in vivo que le couplage covalent d'un hapténe polysaccharidique sur une protéine

porteuse peut conférer une mémoire immunitaire vis-a-vis de la partie sucrée.

II1. Construction d'un fragment anticorps anti-idiotype recombinant mimant

I'épitope carbohydrate parasitaire protecteur

Dans le contexte d'étude des propriétés fonctionnelles des glycanes de S. mansoni, et
plus particuliérement de I'épitope glycanique protecteur de la gp38, nous avons développé une
approche anti-idiotypique, originale car elle représentait le premier exemple de ce genre en
parasitologie.

Nous disposions d'un anticorps anti-idiotype Ab2 mimant I'épitope carbohydrate, anticorps qui

était capable par immunisation d'induire un haut degré de protection vis-a-vis d'une infection

159



Discussion et perspectives

chez le rat. De méme, les anticorps polyclonaux Ab3 induits par immunisations des Ab2 se sont
avérés spécifiques de l'antigéne de 38 kDa. Cytotoxiques en présence d'éosinophiles, ils
conféraient par transfert passif une immunité vis-a-vis d'une infection par S. mansoni (Grzych et

al., 1985).

Une partie de notre travail de thése a consisté & cloner les régions variables de cet
anticorps et a construire ainsi un fragment recombinant simple chaine (sFv), & limage de
I'épitope carbohydrate protecteur. Ce concept permet une nouvelle approche des antigénes
carbohydrates limités dans leur exploitation, et il peut, de plus, pallier aux problémes li€s a
l'instabilité de certains hybridomes ou lymphocytes humains transformés.

Différents exemples illustrent I’efficacité d’utilisations de tels sFv. Par immunisation, ces
peptides recombinants peuvent induire une protection contre une infection a dose Iétale de
Neisseria meningitidis du groupe C (Westerinck ef al., 1995); neutraliser Pactivit¢ de
différentes souches de virus d’immunodéficience humaine (Agadjanyan et al., 1997); également
induire une réponse immunitaire anti-carbohydrate dirigée contre des cellules tumorales du sein
et médier leur destruction par un mécanisme dépendant du complément (Kieber-Emmons ef al.,
1997). Magliani ef al. (1998) ont démontré qu’un sFv issu d’anticorps anti-idiotype mimant la
conformation d’un antigéne capsulaire de streptocoque du groupe B, était capable d’induire

non seulement une réponse anticorps mais surtout une mémoire immunitaire.

Nos résultats de séquences nucléotidiques et en acides aminé€s déduits nous ont permis
de démontrer une identité limitée entre la chaine lourde clonée et les chaines lourdes humaines
et murines, laissant donc supposer que l'essentiel de la spécificité de 'anticorps anti-idiotype
était portée par cette méme chaine lourde. Nous pouvons remarquer que la chaine légére
identifiée est une chaine A alors que la grande majorité des chaines légéres de souris ou de rat

sont de type k.
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Quant & la contruction elle-méme, bien que différents peptides "linker" ont pu étre expérimentés
dans la construction d'autres sFv (Huston et al., 1991), nous avons utilisé classiquement le
"linker" (Gly,Ser);. Flexible, il est hydrophile et prévient de toute interaction avec les régions
variables dans la conformation de la protéine. De plus, les résidus qui le composent le rendent
faiblement antigénique.

Gilliland et al. ont publié en 1996 une méthode de clonage rapide et fiable des régions variables
d'anticorps dans le but de fabriquer couramment des fragments anticorps simple chaine
recombinant, ce qui montre bien l'accessibilité¢ d'une telle technologie a des fins thérapeutiques
ou encore dans le but de les utiliser en tant qu'outils immunologiques. Ce méme procédé peut
s'avérer d'une grande utilité pour produire des immunoglobulines entiéres a partir de régions
variables clonées dans un vecteur bactérien, car les techniques de criblage de régions variables
basées sur l'utilisation de phages sont une source intarissable de séquences (Huse ef al., 1989;
Mc Cafferty er al, 1990). Leur transfert dans des cassettes baculovirus permettrait la
production d'anticorps complets, souhaitables pour certaines applications.

Toujours d'un point de vue moléculaire, il serait intéressant d'envisager sur la base de nos
résultats de séquences, une mode¢lisation moléculaire de notre construction afin d'appréhender
une structure tridimentionnelle de I'épitope mimé et de caractériser l'interaction des CDR

impliqués dans ce complexe.

La nécessité d'obtenir une protéine recombinante biologiquement active en terme de
structure, nous a conduit & envisager différents systémes d'expression. Sa production au niveau
de corps d'inclusion chez la bactérie, a impliqué une solubilisation dans des conditions
dénaturantes. Malgré l'utilisation de différentes stratégies de renaturation, un seul lot de
protéine recombinante s'est avéré conduire & une liaison satisfaisante avec l'anticorps

monoclonal IPLSm1.
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Bien que des sFv soient couramment produits & des taux importants dans les systémes
bactériens, ils restent souvent insolubles et nécessitent des étapes de renaturation. En théorie,
un taux important de protéine recombinante peut €tre obtenu dans ce systéme, mais toute une
machinerie de glycosylations nécessaires a l'expression d'une structure anticorps fait défaut.
Dans certaines circonstances, I'expression de protéine hétérologue chez la bactérie peut lui étre
toxique, ce qui implique de choisir judicieusement le promoteur d'expression de la protéine
recombinante (Goeddel et al., 1990; Pugsley ef al., 1989). Cependant, différents protocoles ont
pu étre expérimentés afin de conduire & une expression satisfaisante ainsi qu'a une renaturation
de fragment anticorps produit chez E. coli (Cabilly et al., 1989; Buchner et al., 1991).
Désormais, la plupart des sFv exprimés en systéme bactérien sont ciblés vers le périplasme ou
ils peuvent étre obtenus sous une forme active. A cet effet, des séquences spécifiques
("bacterial leader") sont utilisées afin de diriger la protéine de la membrane cytoplasmique vers
le périplasme ou les ponts disulfures, indispensables & une structure correcte, peuvent se former
(Better er al., 1988; Skerra et al., 1988; Pluckthun e? al., 1989). Un autre inconvénient de ce
systeme est lié a I'étude de l'antigénicité de la protéine recombinante qui peut €tre associée, lors
de sa production, a des pyrogénes (LPS).

Nous avons pratiqué différentes immunisations chez le rat dans différentes conditions: voies
d'administrations, adjuvanticité, présentation, notamment sous forme aggrégée, favorable a
I'immunisation d'anticorps anti-idiotype. Bien que la réponse immune de certains animaux soit

spécifique de la construction, le sérum d'un seul rat s'est avéré spécifique de I'épitope

s'expliquer par la petite taille du sFv, mais elle est aussi propre & l'immunisation par des
anticorps anti-idiotypes en général. Une hétérogénéité dans la structure du lot produit ayant
servi aux immunisations, cumulée a celle des réponses anticorps succitées, expliqueraient de

telles difficultés a induire une réponse spécifique de 'antigéne carbohydrate d'origine.
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Le choix du passage a un systéme d'expression transitoire en cellules COS-1 a été
conforté par des exemples satisfaisants dans l'expression de génes d'immunoglobuline dans ce
systéme (Whittle ez al., 1987). Elles comprennent effectivement toute la machinerie conduisant
a l'assemblage d'immunoglobulines, aux modifications post-translationnelles nécessaires et a une
sécrétion possible. Dans notre cas, pour un pourcentage de 20% de cellules transfectées, nous
n'avons pas détecté d'expression de la protéine recombinante
Dans d'autres systémes d'expression hétérologues comme celui de la levure, les anticorps
fonctionnels qui y ont été obtenus (Hornitz ez al., 1988; Better et al., 1989) ont nécessité des

contraintes de manipulation telles, qu'elles ne nous ont pas permises de les retenir.

La littérature rapportait de nombreux exemples concernant l'expression d'anticorps
simple chaine biologiquement actif en systéme baculovirus/cellules d'insectes (Bei et al., 1995;
Kretzschmar et al., 1996). Il permet en effet toute les modifications post-transcriptionnelles
eucaryotes avec quelques différences prés dans les types de glycosylations (O’Really, 1994).
Exprimé dans ce systéme, notre sFv n'a pas subi de modification ayant une répercussion sur son
poids moléculaire, mais sa production s'est avérée plus stable d'un lot a l'autre dans son affinité
avec l'anticorps monoclonal IPLSm1. Le probléme que nous avons rencontré, résidait cette fois
dans la quantité de protéine recombinante fusionnée a la GST obtenue, proportionnellement a la
production de GST seule. Les virus non recombinants n'étant pas viables, une autolyse de la
protéine fusionnée produite expliquerait ce phénomene.
La comparaison des niveaux de production dans le milieu de culture a révél€ qu'il pouvait
existait des diff€rences entre les autres types d'anticorps produits dans ce systéme (Chaabihi,
1998). Ainsi, cet auteur émettait I'hypothese d'une influence possible de la nature des chaines

variables sur l'efficacité d'assemblage et/ou de sécrétion des sFv recombinants.
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L'antigénicité de cet sFv produit dans le systéme baculovirus/cellules d'insectes a été
étudiée chez le rat suite & des immunisations par la technique de Vaitukaitis et en sous-cutanée.
Nous avons pu ainsi caractériser dans un nombre limité d'animaux, une réponse strictement
d'isotype IgG2a spécifique de la KLH ou de l'antigéne furcocercaire. Ce profil isotypique est
similaire & celui obtenu chez le seul animal développant une réponse spécifique de I'épitope
carbohydrate, suite & une immunisation avec le sFv produit dans le syst¢éme bactérien. Il
correspond également a celui obtenu suite & une seule imjection de KLH native, bien que cette
approche globale des glycanes portés par cette glycoprotéine ne puisse pas compenser la
purification de I’épitope glycanique d’intérét, dans I’étude de la fonction immunomodulatrice
decelui-ci. De plus, nous avons envisagé la restimulation in vifro par notre sFv de splénocytes
de rat immunisés par de la KLH ou par une fraction enrichie en épitopes carbohydrates
d'intérét, mais sans obtenir de réponse cellulaire significative.

Sur la base de ces résultats obtenus chez un faible nombre d’animaux, différentes perspectives
restent & envisager en ce qui concerne l'optimisation de la réponse immunitaire induite in vivo
vis-a-vis du fragment sFv (utilisation de protéines porteuses, d'adjuvants...). Elles permettront
de confirmer la réponse humorale observée, de caractériser les mécanismes cellulaires associés,

et enfin, d'appréhender des expériences de protection vis-a-vis du parasite.

Cette approche anti-idiotypique tient son originalit¢ dans les points suivants: un
fragment anticorps simple chaine peut mimer un épitope carbohydrate parasitaire, et
induire une réponse humorale spécifique de S. mansoni chez le rat, dans la limite des
sytémes d'expression utilisés.

Elle ouvre également des perspectives fondamentales bien plus larges dans la relation existant

entre la nature et la fonction d'un antigéne, qui demeure a ce jour peu argumentée.
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